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Typ-1-Interferone (Typ-1-IFN) bilden eine große Zytokinfamilie, die eine zentrale Rolle bei 
der Abwehr von pathogenen Erregern spielt. Zur Gruppe der humanen Typ-1-IFN gehören 
verschiedene Subtypen des IFN-α sowie IFN-β, IFN-κ, IFN-ε und IFN-ω, wobei IFN-α, β und 
κ als wichtigste Vertreter zu betrachten sind (Platanias, 2005; Günther et al., 2016). Typ-1-
IFN können von fast allen Zellen des Organismus synthetisiert werden, im Regelfall jedoch 
nicht konstitutiv, sondern vielmehr nach Induktion durch spezifische Rezeptoren des 
angeborenen Immunsystems. Diese sogenannten Mustererkennungsrezeptoren (Pattern-
recognition receptors, PRR) umfassen sowohl membrangebundene als auch zytosolische 
Rezeptoren und dienen der Erkennung exogener und endogener Gefahrensignale. So 
erkennen PRRs eine Vielzahl Pathogen-assoziierter, molekularer Strukturen (Pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs), aber auch intrinsische, durch zelluläre 
Schädigungen induzierte Gefahrensignale (Danger-associated molecular patterns, DAMPs) 
(Yin et al., 2015). Eine besondere Rolle nehmen dabei die PRRs ein, die Nukleinsäuren 
erkennen und vor allem der Abwehr viraler Infektionen dienen. 
Phagozytierte Desoxyribonukleinsäure (DNA) und Ribonukleinsäure (RNA) können in Form 
von Zelldebris im Endosom mit Hilfe von Toll-like receptors (TLR) (TLR3, TLR7, TLR8 und 
TLR9) erkannt werden (O’Neill et al., 2013). Intrazelluläre Nukleinsäuren können im Zytosol 
auch TLR-unabhängig detektiert werden. Dies erfolgt durch die ubiquitär exprimierten 
Rezeptoren Retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1) und Melanoma differentiation-associated 
gene 5 (MDA5), welche doppelsträngige RNA (dsRNA) binden. Intrazelluläre 
doppelsträngige DNA (dsDNA) wird hingegen unter anderem mit Hilfe der Sensoren 
Interferon gamma inducible protein 16 (IFI16) (Unterholzner et al., 2010), DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp)-box helicase 41 (DDX41) (Zhang et al., 2011; Parvatiyar et al., 2012) und die Cyclic 
guanosine monophosphate-adenosine monophosphate (cGAMP) synthase (cGAS) detektiert 
(Sun et al., 2013; Wu et al., 2013). All diesen Sensoren gemein ist die Aktivierung der Typ-1-
IFN-Signalkaskade nach Bindung ihres Liganden. Diese Typ-1-IFN-Antwort wird dabei über 
die Transkriptionsfaktoren IFN regulatory factor (IRF) 3 und 7 (IRF3, IRF7) sowie den 
Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-κB) realisiert (Atianand 
and Fitzgerald 2013; O’Neill et al. 2013; Diesterheft et al. 2015). 
Die so induzierten Typ-1-IFN binden an den IFN-α Rezeptor (IFNAR), einem spezifischen 
Zelloberflächenrezeptor. Dieser fungiert als Heterodimer und besteht aus den zwei 
Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 (Ivashkiv and Donlin, 2014). IFNAR aktiviert die 
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Januskinase 1 (JAK1) und Tyrosinkinase 2 (TYK2) und induziert so den JAK-signal 
transducer and activator of transcription (STAT)-Signalweg. Daraus resultiert das in Gang 
setzen einer Signalkaskade, welche die Induktion der Transkription von über 300 IFN-
stimulierter Gene (ISG) initiiert, wodurch der Wirtsorganismus in einen antiviralen 
Aktivierungszustand versetzt wird (Stetson and Medzhitov, 2006; Rani et al., 2007). Dieser 
ermöglicht die Elimination bereits infizierter Zellen sowie die Hemmung der Ausbreitung einer 
Infektion. Zudem kommt es zu einer erhöhten Expression des 
Haupthistokompatibilitätskomplex und mithin zu einer Induktion der adaptiven Immunantwort 
über die Stimulation dendritischer Zellen, natürlicher Killerzellen sowie der T- und B-
Lymphozyten. 
Die auf diese Weise getriggerte Immunantwort ist essentiell für die Immunabwehr von 
Infektionen, bedarf jedoch einer strikten Regulation, um überschießende, für den 
Wirtsorganismus schädliche, Reaktionen zu verhindern. So ist das angeborene 
Immunsystem zwar in der Lage durch eine verhältnismäßig geringe Anzahl an Nukleinsäure-
spezifischen PRRs eine enorme Vielfalt an Erregern zu detektieren, jedoch besteht hierbei 
die potentielle Gefahr, dass diese Sensoren auch körpereigene Nukleinsäuren erkennen. 
Der Organismus verfügt über diverse Kontrollmechanismen, um eine inadäquate Aktivierung 
seiner Nukleinsäure-Sensoren zu verhindern. Dazu trägt beispielsweise die 
Kompartimentalisierung sowie die regulierte Expression der Sensoren bei (Barton and 
Kagan, 2009), aber auch die Metabolisierung der Liganden durch RNA- und DNA-Nukleasen 
wie die 3´-5´-DNA-Exonuklease three prime repair exonuclease 1 (TREX1) (Nagata et al., 
2010; Gall et al., 2012). Störungen in diesem fein abgestimmten System können eine 
fehlgesteuerte Immunantwort initiieren, in deren Verlauf es zu einer inadäquaten Aktivierung 
von Typ-1-IFN kommt. Aus dieser kann schließlich eine unkontrollierte Immunreaktion 
resultieren, die mit Entzündungsprozessen sowie dem Verlust der immunologischen 
Toleranz einhergeht, was letztlich in der Entstehung von Autoinflammation und 
Autoimmunität mündet (Tüngler and Lee-Kirsch, 2014; Diesterheft et al., 2015). 
 
1.2 TYP-1-INTERFERONOPATHIEN 
Der Begriff der Typ-1-Interferonopathie wurde erstmals 2011 von Yanick Crow geprägt und 
dient als Oberbegriff für eine Gruppe von hereditären, inflammatorischen Erkrankungen, die 
durch eine inadäquate Typ-1-IFN-Aktivierung verursacht werden (Crow, 2011). Mit 
Ausnahme des systemischen Lupus erythematodes (SLE) handelt sich dabei um sehr 
seltene Erkrankungen (Tabelle 1.1). Auch wenn das klinische Spektrum der Typ-1-
Interferonopathien sehr breit ist, so haben sie doch phänotypische, genetische und 
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pathophysiologische Gemeinsamkeiten (Tüngler and Lee-Kirsch, 2014; Diesterheft et al., 
2015). Im Zuge der Identifizierung der genetischen Ursachen dieser Krankheitsbilder 
konnten bisher unbekannte molekulare Mechanismen aufgeklärt werden, die die Ausprägung 
von Autoinflammation und Autoimmunität zur Folge haben. Es hat sich dabei gezeigt, dass 
der Pathogenese der Typ-1-Interferonopathien eine Fehlfunktion des angeborenen 
Immunsystems zugrunde liegt. So kann es durch eine unphysiologische Akkumulation oder 
chemische Modifikation von endogenen Nukleinsäuren, einer gestörten Sensitivität von 
Nukleinsäure-Sensoren respektive nachgeschalteter Komponenten im Typ-1-IFN-Signalweg, 
oder einer mangelhaften negativen Regulation der Typ-1-IFN-Signalkaskade zu einer 
Dysregulation der Typ-1-IFN-Achse in Form einer chronischen Typ-1-IFN-Induktion kommen 
(Abbildung 1.1). (Tüngler and Lee-Kirsch, 2014; Lee-Kirsch et al., 2015; Günther et al., 
2016). 
 
Tabelle 1.1: Typ-1-Interferonopathien. [Modifiziert nach (Lee-Kirsch, 2017)] 
KRANKHEIT 
 
GEN VERERBUNG PROTEIN, FUNKTION 
Aicardi-Goutières-Syndrom 
TREX1 autosomal-rezessiv 
de novo dominant 
Three prime repair exonuclease; intrazellulärer 
Abbau von DNA 
RNASEH2A autosomal-rezessiv 
Ribonuclease H2, subunits A, B, C; Entfernung 




SAM domain und HD domain-containing 




de novo dominant 
Adenosine desaminase, RNA-specific; 
Desaminierung von Adenosin zu Inosin in 
dsRNA 
IFIH1 autosomal-dominant 
de novo dominant 
IFN-induced helicase C domain-containing 
protein 1; Rezeptor für dsRNA 
Retinale Vaskulopathie mit 
zerebraler Leukodystrophie 
TREX1 autosomal-dominant Three prime repair exonuclease; intrazellulärer 
Abbau von DNA 
Familiärer Chilblain-Lupus TREX1 autosomal-dominant Three prime repair exonuclease; intrazellulärer 
Abbau von DNA 
SAMHD1 
autosomal-dominant 
SAM domain und HD domain-containing 





de novo dominant 
Stimulator of interferon genes; Adaptermolekül 
im Typ-1-IFN-Signalweg 
Systemischer Lupus erythematodes 
TREX1 multifaktoriell Three prime repair exonuclease; intrazellulärer 
Abbau von DNA 
RNASEH2A–C multifaktoriell Ribonuclease H2, subunits A, B, C; Entfernung 





GEN VERERBUNG PROTEIN, FUNKTION 
DNASE1 multifaktoriell 
autosomal-dominant 
Deoxyribonuclease 1; extrazellulärer Abbau von 
DNA 
ACP5 
multifaktoriell Tartrate-resistant acid phosphatase, type 5; 
Dephosphorylierung von Osteopontin 
DNASE1L3 autosomal-rezessiv Deoxyribonuclease 1-like 3; extra- and 









Complement component 4; Fixierung von 
Immunoglobulin 
Spondyloenchondrodysplasia ACP5 autosomal-rezessiv 
Tartrate-resistant acid phosphatase, type 5; 
Dephosphorylierung von Osteopontin 
Singleton-Merten-Syndrom 
IFIH1 autosomal-dominant IFN-induced helicase C domain-containing 
protein 1; Rezeptor für dsRNA 
RIGI autosomal-dominant 
Retinoic acid-inducible gene 1; Rezeptor für 
dsRNA 
ISG15-Defizienz ISG15 autosomal-rezessiv Interferon-stimulated gene 15; Ubiquitin-
ähnliches Protein 
USP18-Defizienz USP18 autosomal-rezessiv Ubiquitin-specific protease 18; de-ISGylation 
Chronic atypical 
neutrophilic dermatosis 
with lipodystrophy and 
elevated temperature syndrom 
PSMB8 autosomal-rezessiv 
Proteasome subunit β type 8; 
Antigenprozessierung 
PSMB4 autosomal-rezessiv 




Proteasome subunit α type 7; 
Antigenprozessierung 
PSMB9 autosomal-rezessiv 
Proteasome subunit β type 1i; 
Antigenprozessierung 
POMP autosomal-rezessiv 




POLA1 autosomal-rezessiv DNA polymerase α; Synthese von RNA-DNA 
Primern während der DNA- Replikation 
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Abbildung 1.1: Pathogenese der Typ-1-Interferonopathien. Der gestörte Abbau von endogenen 
Nukleinsäuren resultiert in einer intrazellulären Akkumulation von DNA und RNA, die über die Bindung 
an Nukleinsäure-Sensoren wie cGAS oder RIG-1 und MDA5 Typ-1-IFN aktivieren. Auch eine 
ligandenunabhängige Aktivierung von Nukleinsäure-Sensoren oder nachgeschalteter Komponenten 
der Typ-1-IFN-Signalkaskade kann infolge eines gesteigerten Sensings oder eines gesteigerten Typ-
1-IFN-Signalings zu einer inadäquaten Typ-1-IFN-Induktion führen. Mutationen in bestimmten ISGs 
haben dagegen eine gestörte negative Regulation der Typ-1-IFN-Signalkaskade zur Folge, was 
ebenfalls in einer Dysregulation der Typ-1-IFN-Achse mündet. IFNB: Interferon-β-Gen. (Diesterheft et 
al., 2015) 
 
1.2.1 Typ-1-Interferonopathien mit kutaner Beteiligung 
1.2.1.1 Chilblain Lupus erythematodes 
Der durch Hutchinson im Jahr 1888 erstmals beschriebene Chilblain Lupus erythematodes 
ist eine seltene, kutane Form des Lupus erythematodes (Hutchinson 1888; Lee-Kirsch et al. 
2007a, 2007b). Diese Erkrankung betrifft überwiegend Frauen mittleren Alters und ist durch 
bläulich-rote Hauteffloreszenzen an akralen Körperregionen wie Händen, Fingern, Füßen, 
Nase und Ohren charakterisiert (Abbildung 1.2). Die schmerzhaften Läsionen können 
ulzerieren und erinnern an Frostbeulen (Franceschini et al., 1999; Lee-Kirsch et al., 2006). 
Sie manifestieren sich vorrangig in der feuchtkalten Jahreszeit und erfahren in den wärmeren 
Monaten häufig eine Remission (Lee-Kirsch et al., 2006; Günther et al., 2009). Histologisch 
zeigen sich perivaskuläre lymphozytäre Infiltrate mit Ablagerungen von Immunglobulin M und 
A sowie C3 Komplement im Bereich der Basalmembran (Lee-Kirsch et al., 2006). Mittels 
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kapillarmikroskopischer Untersuchung der Nagelfalz können bei den Betroffenen 
pathologische Befunde in Form von Büschelkapillaren mit multiplen Verzweigungen und 
Elongationen der Schleifen nachgewiesen werden, welche typisch für ein rheumatisches 
Krankheitsbild sind (Ahrazoglu et al., 2014). Zudem können antinukleäre Antikörper (ANAs) 
auftreten. Die Patienten neigen ferner zu Arthralgien in den großen Gelenken, weitere 
Organmanifestationen liegen dagegen nicht vor (Lee-Kirsch et al., 2006; Günther et al., 
2013). Die erhöhte Expression des IFN-induzierten Proteins Myxovirus dynamin like GTPase 
1 (Mx1) in läsionaler Haut sowie die erhöhte Expression von ISGs in peripheren Blutzellen 
der Betroffenen weist auf eine konstitutive Typ-1-IFN-Aktivierung hin (Peschke et al., 2014; 
Günther et al., 2015). 
 
1.2.1.2 Der familiäre Chilblain Lupus erythematodes 
Im Gegensatz zum sporadischen Chilblain Lupus manifestiert sich die familiäre Form bereits 
in früher Kindheit und ist als eine sehr seltene monogene Erkrankung mit autosomal 
dominanter Vererbung anzusehen (Lee-Kirsch et al., 2006). Alle bisher beschriebenen Fälle 
des familiären Chilblain Lupus beruhen auf heterozygoten Mutationen in den Genen TREX1 
oder SAM domain and HD domain-containing protein 1 (SAMHD1). Aktuell sind lediglich acht 
Fälle mit einer TREX1-Mutation (Lee-Kirsch et al., 2007b; Rice et al., 2007; Günther et al., 
2015) und eine Familie mit einer SAMHD1-Mutation (Ravenscroft et al., 2011) bekannt. 
Biallele Loss-of-function Mutationen in TREX1 und SAMHD1 verursachen das Aicardi-
Goutières-Syndrom (AGS) (Yang et al., 2007; Stetson et al., 2008; Rice et al., 2009a; 
Kretschmer et al., 2015). Bei dieser prototypischen Typ-1-Interferonopathie handelt es sich 
um eine inflammatorische Enzephalopathie mit Kalzifizierung der Basalganglien, 
Demyelinisierung sowie erhöhter IFN-α-Spiegel im Liquor. Die Erkrankung manifestiert sich 
meist im ersten Lebensjahr mit Dystonie und Fieberschüben. Im Verlauf kann es auch zum 
Auftreten lupustypischer Symptome einschließlich ANAs, entzündlicher Hautveränderungen 
im Sinne eines Chilblain Lupus und Arthritis kommen (Aicardi and Goutières 1984; 





Abbildung 1.2: Das Klinische Bild des familiären Chilblain Lupus. A: Multiple ulzerierende 
Hautläsionen in akralen Arealen des Körpers, hier an der Rückseite der Fingerglieder (A, E), Zehen 
und der Ferse (B) sowie der Ohrmuschel (C). Die Läsionen im Bereich der Wangen, Nase und des 
Kinns ähneln einem Schmetterlingserythem (D). Histologisch sind inflammatorische perivaskuläre 
Infiltrate sowie eine verstärkte Expression des IFN-induzierten Proteins Mx1 nachweisbar (F). Mit Hilfe 
der direkten Immunfluoreszenz lassen sich Ablagerungen von Immunglobulin M sowie C3 entlang der 
Basalmembran nachweisen (G). (Lee-Kirsch et al., 2006) 
 
1.2.1.3 STING-assoziierte Vaskulopathie 
Eine weitere autoinflammatorische Erkrankung ist die 2014 von Liu et al. publizierte 
Stimulator of interferon genes (STING)-assoziierte Vaskulopathie (SAVI; STING-associated 
vasculopathy, infantile-onset). Bei diesem Krankheitsbild zeigt sich eine chronische, 
systemische Inflammation, wobei vor allem die Haut und die Lunge betroffen sind. Die 
Symptome manifestieren bereits in den ersten Lebenswochen und sind hauptsächlich durch 









Gewebeschäden führen kann. Hinzukommen Fieberschübe sowie pulmologische 
Komplikationen in Form einer interstitiellen Lungenerkrankung bis hin zu einer pulmonalen 
Fibrose (Liu et al., 2014). Ursache dieser Typ-1-Interferonopathie sind heterozygote de novo 
Mutationen in STING, einem Adaptermolekül im cGAS-abhängigen DNA-Sensing, welche 
eine konstitutive Typ-1-IFN-Aktivierung bedingen (Liu et al., 2014). Des Weiteren wurde eine 
dominant vererbte STING-Mutation von Jeremiah et al. in einer Familie mit SAVI und 
lupusähnlichen Symptomen beschrieben (Jeremiah et al., 2014). 
 
1.3 STING – STIMULATOR OF INTERFERON GENES 
Das Protein STING, welches in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) 
lokalisiert ist, spielt eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl von Reaktionen sowohl des 
angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems und ist deshalb aktuell Gegenstand 
zahlreicher Forschungsaktivitäten (Ishikawa and Barber, 2008; Sun et al., 2009; Jeremiah et 
al., 2014; Yin et al., 2015; Surpris et al., 2016). 
STING wird in den Zellen des nasalen Epitheliums, Monozyten und mononukleären Zellen 
des peripheren Bluts überexprimiert, während beispielsweise in der Haut, dem Gehirn sowie 
den Knochen keine Expression vorliegt (Human gene database). 
 
1.3.1 Die Funktion von STING 
Das Transmembranprotein STING ist in Säugetierzellen essentieller Bestandteil des cGAS-
abhängigen Sensings zytosolischer DNA und der dadurch induzierten, angeborenen 
Immunität. STING fungiert dabei jedoch nicht als direkter Sensor, sondern als 
Signaladaptermolekül. Die zytoplasmatische Nukleotidyltransferase cGAS synthetisiert nach 
Bindung von DNA aus Adenosintriphosphat (ATP) und Guanosintriphosphat (GTP) das 
Dinukleotid 2‘3‘ cGAMP (Sun et al., 2013; Wu et al., 2013). Dieses cGAMP-Isomer dient, 
ebenso wie das von dem Bakterium Vibrio cholerae produzierte 3‘3‘ cGAMP, als sekundärer 
Botenstoff und bindet und aktiviert in dieser Funktion das STING-Protein, welches als 
Homodimer vorliegt (Davies et al., 2012; Ablasser et al., 2013a; Diner et al., 2013). Dadurch 
kommt es zu strukturellen Veränderungen innerhalb der C-terminalen Domäne des Proteins. 
STING transloziert daraufhin vom ER zum ER-Golgi-Intermediärkompartiment (ERGIC) 
sowie schließlich über den Golgi-Apparat, oder auch direkt, ins Zytoplasma. Im Zuge dessen 
kommt es zur Rekrutierung und Aktivierung der TANK-binding kinase 1 (TBK1) (Tsuchiya et 
al.; Tanaka and Chen, 2012; Surpris and Poltorak, 2016). Diese Kinase phosphoryliert 
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STING, das daraufhin an die positiv geladenen Regionen des Transkriptionsfaktors IRF3 
bindet und damit dessen Phosphorylierung durch TBK1 ermöglicht. Der so aktivierte IRF3 
bildet ein Homodimer, transloziert in dieser Form schließlich in den Nukleus und induziert 
dort die Transkription von Typ-1-IFN sowie weiterer Zytokine.  
Neben TBK1 aktiviert STING zudem die IκB Kinase (IKK). Diese ist Teil der NF-kB-
Signalkaskade und phosphoryliert IkB-Proteine, die Inhibitoren des NF-kB. Daraufhin kommt 
es zur Freisetzung des NF-kB, welcher ebenfalls in den Nukleus transloziert und dort mit 
IRF3 sowie weiteren Transkriptionsfaktoren eine Induktion der Expression von Typ-1-IFN 
und inflammatorischen Zytokinen bewirkt (Ishikawa and Barber, 2008). 
Das durch aktiviertes IRF3 induzierte Typ-1-IFN IFN-β bindet an die beiden Untereinheiten 
IFNAR1 und IFNAR2 des Typ-1-IFN Rezeptors IFNAR, welcher sich an der Zelloberfläche 
befindet (Abbildung 1.3) (Novick et al., 1994; Platanias, 2005). Durch diese Bindung erfolgt 
die Aktivierung der rezeptorassoziierten Januskinasen TYK2 und JAK1. Diese Interaktion hat 
die Phosphorylierung von Januskinasen als auch intrazellulärer Tyrosinsäurereste der 
Rezeptoruntereinheiten zur Folge. Dieser Vorgang ermöglicht die Bindung der DNA-
bindenden Proteine STAT1 und STAT2 an den IFNAR, was in der Phosphorylierung und 
damit Aktivierung von STAT1 und STAT2 resultiert (Stark et al., 1998; van Boxel-Dezaire et 
al., 2010; Liu et al., 2014). Die so aktivierten STATs bilden ein Dimer und komplexieren mit 
IRF9 zum Transkriptionsfaktor ISGF3. Dieser transloziert in den Nukleus und bindet an 
sogenannte IFN-sensitive response elements (ISRE), welche regulatorische Elemente in den 
Promotoren diverser ISGs darstellen. Die Folge ist eine Induktion der Expression von ISGs 
sowie von Typ-1-IFN. Die Synthese und Bindung von Typ-1-IFN resultiert demnach in einer 
Hochregulation von STING und anderen Zytokinen in einer positiven Feedbackschleife 
(Stark et al., 1998; van Boxel-Dezaire et al., 2010; Liu et al., 2014). Für die Antwort des 
angeborenen Immunsystems ist sowohl diese positive Feedbackregulierung als auch die 




Abbildung 1.3: Der cGAS-abhängige STING-Signalweg. STING ist ein Transmembranprotein 
des ER und liegt in Form eines Homodimers vor. Die Bindung von cGAMP an STING führt zu dessen 
Aktivierung. Aus diesem Prozess resultiert wiederum die Rekrutierung und Aktivierung von TBK1 und 
IKK, was schließlich die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 sowie NF-κB zur Folge hat. Das 
Zusammenspiel dieser Transkriptionsfaktoren triggert im Zellkern die Produktion von Typ-1-IFN sowie 
weiterer Zytokine. Die Synthese und Sekretion von Typ-1-IFN führt zur Bindung von Typ-1-IFN an 
seinen Zelloberflächenrezeptor, was in der Aktivierung der Januskinasen TYK2 und JAK1 resultiert. 
Dies führt wiederum zur Phosphorylierung des Rezeptors, woraufhin die Transkriptionsfaktoren 
STAT1 und STAT2 an den phosphorylierten Rezeptor binden und dabei ebenfalls phosphoryliert 
werden. Diese Phosphorylierung ermöglicht die Dimerisierung von STAT1 und STAT2. Das Dimer 
STAT1:STAT2 transloziert schließlich in den Zellkern und führt dort zu einer Hochregulation der 
Transkription von ISGs und Typ-1-IFN. Infolge dieses Vorgangs kommt es zu einer positiven 
Feedbackschleife mit einer erneuten Hochregulation von STING und anderen proinflammatorischen 
Zytokinen.(Liu et al., 2014) 
 
Neben seiner essentiellen Funktion als Adapter nimmt STING zudem eine zentrale Rolle als 
direkter Sensor für cyclische Dinukleotide (CDNs) wie das cyclische 
di-Guanosinmonophosphat (c-di-GMP) und das cyclische di-Adenosinmonophosphat 
(c-di-AMP) ein (Burdette et al., 2011; Ouyang et al., 2012; Shu et al., 2012). Diese CDNs 
stellen hochkonservierte, molekulare Signaturen von diversen Bakterienspezies dar, in 
welchen sie als sekundäre Botenstoffe fungieren. So ist beispielsweise c-di-GMP in die 
Prozesse Virulenz, Zell-Zell-Signaling, Biofilmbildung, Differenzierung und Motilität involviert 
(Tamayo et al., 2007). Aufgrund der Abwesenheit in Säugetierzellen dienen CDNs dem 
Immunsystem als potentes Erkennungsmerkmal einer bakteriellen Infektion (Karaolis et al., 
2007; Tamayo et al., 2007; McWhirter et al., 2009; Woodward et al., 2010). Sowohl c-di-GMP 
als auch c-di-AMP können von STING gebunden werden, wodurch eine Immunantwort 
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getriggert wird, welche ebenfalls in Abhängigkeit von TBK1 und IRF3 realisiert wird (Jin et 
al., 2008; McWhirter et al., 2009; Woodward et al., 2010). Allerdings zeigen diese Liganden 
eine geringere Induktion der IFN-β-Produktion als der STING-Agonist cGAMP (Zhang et al., 
2013).  
Die cGAS-abhängige Signalkaskade stellt für die Abwehr von Pathogenen einen 
elementaren Faktor dar, da bereits relativ geringe Mengen an Fremd-DNA über die DNA-
cGAS-cGAMP-STING-Achse erkannt werden und damit eine potente Immunantwort initiiert 
und amplifiziert wird. Hinzu kommt die von der Gruppe um Veit Hornung publizierte Rolle von 
cGAMP als Teil eines Frühwarnsystems im Falle einer viralen Infektion. Dabei gelangt 
cGAMP über Gap junctions in benachbarte, nicht infizierte Zellen und ermöglicht in diesen 
die Induktion einer STING-abhängigen Immunreaktion, um der weiteren Ausbreitung des 
Virus zuvorzukommen (Ablasser et al., 2013b). Das Erkennen von Tumor-DNA im Zytosol 
von dendritischen Zellen kann zudem ebenfalls zu einer STING-assoziierten Aktivierung der 
IFN-β Produktion und einer daraus resultierenden Antwort des adaptiven Immunsystems 
über die Induktion von antitumoralen T-Zellen führen. Die effiziente, über STING-vermittelte 
IFN-Antwort kann jedoch auch negative Folgen für den Organismus haben. So wurde in 
jüngerer Vergangenheit gezeigt, dass eine ligandenunabhängige, exzessive Aktivierung von 
STING zur Ausprägung hereditärer autoinflammatorischer Erkrankungen führt (Gall et al., 
2012; Jeremiah et al., 2014; Liu et al., 2014). 
 
1.3.1.1 Die Regulation von STING durch Modifikationen 
Der durch Bindung des sekundären Botenstoffs cGAMP sowie CDNs aktivierte STING-
Signalweg wird maßgeblich durch Phosphorylierungen gesteuert. So wurde aufgrund 
struktureller sowie funktioneller Untersuchungen gezeigt, dass infolge der Bindung von 
cGAMP Konformationsänderungen in STING induziert werden, wodurch der Carboxy-
terminal tail des STING-Proteins freigegeben wird. Dieser Vorgang führt zu einer 
Rekrutierung von TBK1 und dessen Aktivierung durch Autophosphorylierung (Tsuchiya et al.; 
Surpris and Poltorak, 2016). Die Serin-Threonin-spezifische Kinase TBK1 phosphoryliert 
STING unter anderem am Serin 366, welches sich innerhalb der Konsensussequenz cLxIS 
(c: geladener Aminosäurerest; x: beliebiger Aminosäurerest) befindet. Interessanterweise ist 
diese Konsensussequenz auch in anderen Adapterproteinen des angeborenen 
Immunsystems, Mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS) und Toll/interleukin-1 
receptor (TIR)-domain-containing adapter-inducing interferon-β (TRIF) sowie dem 
Transkriptionsfaktor IRF3, existent (Liu et al., 2015). Sowohl MAVS und TRIF als auch 
STING rekrutieren TBK1, welche daraus resultierend wiederum IRF3 phosphoryliert und die 
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Typ-1-IFN-Produktion induziert (Abbildung 1.4). Obgleich TBK1 auch über andere 
Signalwege aktiviert wird, erfolgt eine Phosphorylierung von IRF3 nur im Zusammenhang der 
IFN-assoziierten Prozesse, unter Einbezug der Adapterproteine MAVS, TRIF oder STING. 
Dies lässt vermuten, dass es sich bei der TBK1-vermittelten Aktivierung von IRF3 um einen 
konservierten Mechanismus handelt, bei welchem im Zuge der IFN-aktivierenden 
Signalwege IRF3 selektiv rekrutiert wird (Liu et al., 2015). Dieser Mechanismus bedarf einer 
feinen Regulation, um eine unverhältnismäßige Immunantwort und die Entstehung von 
Autoimmunität zu vermeiden. 
 
Abbildung 1.4: Die Phosphorylierung der Adapterproteine MAVS, STING und TRIF. Die 
Adapter MAVS, STING und TRIF werden durch virale RNA, zytosolische DNA und die bakterielle 
Zellwandkomponente Lipopolysaccharid (LPS) aktiviert. Nach Bindung ihrer Liganden werden die 
Kinasen IKK und TBK1 aktiviert, welche anschließend die Adapterproteine phosphorylieren. Dieser 
Vorgang führt zu einer Rekrutierung des Transkriptionsfaktors IRF3, welcher daraufhin durch TBK1 
phosphoryliert wird. Das phosphorylierte IRF3 bildet ein Dimer und transloziert in dieser Form in den 
Nukleus, wo es die Typ-1-IFN-Produktion induziert. (Liu et al., 2015) 
 
Konno et al. zeigten zudem, dass STING nach erfolgter Aktivierung von IRF3 durch die 
UNC-51-like kinase (ULK1/ATG1) am Serin 366 phosphoryliert und nachfolgend abgebaut 
wird, um eine kontinuierliche Aktivierung von STING zu unterbinden (Abbildung 1.5). 
Getriggert wird dieser Prozess durch cGAMP, das die Dissoziation der ULK1 von ihrem 
Repressor, der Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase, initiiert. Das durch cGAS 
produzierte cGAMP scheint demnach, neben der Aktivierung von STING, auch einen 
Einfluss auf dessen negative Feedbackregulation zu haben (Konno et al. 2013). Jedoch wird 
diese Beobachtung kontrovers diskutiert. So wurde gezeigt, dass dieser Mechanismus 
konträr zu publizierten Studien mit Phosphorylierungsmutanten von STING steht. In diesen 
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wurde dargelegt, dass eine Mutation des Serins 366 zu Alanin, wodurch eine 
Phosphorylierung an dieser Position blockiert wird, zu einer inhibierten Funktion des 
mutierten Proteins führt und es infolge einer cGAMP respektive DNA-Stimulation, trotz der 
fehlenden Phosphorylierung am Serin 366, ebenfalls zum Abbau des mutierten Proteins 




Abbildung 1.5: Modell der Aktivierung und Inaktivierung von STING. STING wird durch 
zytosolische DNA sowie CDNs aktiviert wodurch die Typ-1-IFN-Achse induziert wird. Konno et al. 
postulieren einen regulatorischen Mechanismus der Deaktivierung von STING. Demnach wird STING 
nach der Aktivierung von TBK1 am Serin 366 phosphoryliert. Dies erfolgt durch die Kinase ULK1, 
welche nach Dissoziation von ihrem Repressor, Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase 
(AMPK), aktiviert wird. Der Vorgang der Dissoziation wird durch den sekundären Botenstoff cGAMP 
induziert, der von cGAS synthetisiert wird. Demzufolge vermittelt cGAMP gemäß diesem putativen 
Modell scheinbar sowohl die Induktion als auch die Inhibition von Typ-1-IFN. (Konno et al., 2013) 
 
Neben der Modulierung seiner Aktivität über eine Phosphorylierung wird STING zudem 
durch diverse Ubiquitinierungen reguliert, deren Mechanismen und Bedeutung für die 
Funktion von STING jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt sind. So wird STING 
beispielsweise durch die IFN-induzierbaren Proteine, E3 ubiquitin ligasen tripartite motif 
protein (TRIM) 32 und 56 über das Lysin 63 polyubiquitiniert, wodurch eine verstärkte 
Aktivierung des STING-Signalweges induziert wird. Die E3 Ligasen, Ring finger protein 5 
(RNF5) und TRIM30a, vermitteln dagegen eine Polyubiquitinierung über das Lysin 48, was in 
einem proteasomalen Abbau des STING-Proteins mündet (Zhong et al., 2009; Wang et al., 
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2015). Die Modifikation von STING in Form einer Ubiquitinierung ist mithin ebenfalls relevant 
für die virusvermittelte Induktion der Typ-1-IFN-Achse (Tsuchida et al., 2010; Zhang et al., 
2012; Barber, 2014). 
Mukai und Kollegen konnten außerdem jüngst zeigen, dass STING im Golgi-Apparat an den 
Cysteinresten Cystein 88 sowie Cystein 91 eine Palmitoylierung erfährt, welche für die 
Aktivität des STING-Proteins scheinbar ebenfalls eine Rolle spielt, denn eine Inhibierung 
dieser Palmitoylierung resultiert in einer Blockade der Aktivierung von STING (Mukai et al., 
2016). 
 
1.3.1.2 Trafficking und Abbau von STING 
Nach seiner Aktivierung durch cGAMP oder CDNs transloziert STING über die ER exit sites 
zum sogenannten Intermediärkompartiment ERGIC. ERGIC ist ein tubulovesikuläres 
Membrancluster, das in eukaryotischen Zellen als Verbindungselement zwischen dem ER 
und dem Golgi-Apparat dient. Dieses Zellorganell nimmt dabei die Funktion eines mobilen 
Transportkomplexes ein (Appenzeller-Herzog and Hauri, 2006; Brandizzi and Barlowe, 2013; 
Hiller and Hornung, 2015). Vom ERGIC dissoziiert STING entweder über den Golgi-Apparat, 
oder aber auch direkt, ins Zytoplasma und ist dort in perinukleären, punktförmigen Strukturen 
lokalisiert, welche mit dem Abbau von STING in Verbindung gebracht werden. In früheren 
Studien wurde publiziert, dass die Signaltransduktion über TBK1und IRF3 erst in diesen 
intrazellulären dynamischen Strukturen erfolgt (Saitoh et al. 2009; Burdette and Vance 2013; 
Barber 2014). Dobbs und Kollegen konnten hingegen mittlerweile zeigen, dass STING schon 
am ERGIC TBK1 und IRF3 rekrutiert und die Typ-1-IFN-Antwort somit bereits in diesem 
Zellorganell induziert wird (Abbildung 1.6) (Dobbs et al. 2015). 
Dobbs et al. wiesen des Weiteren nach, dass Gain-of-function Mutationen des STING-
Proteins in der Lage sind, ligandenunabhängig zum ERGIC zu dissoziieren und dort die Typ-
1-IFN Antwort konstitutiv zu initiieren. Diese Mutanten waren interessanterweise nicht in den 
perinukleären Strukturen lokalisiert und konnten einem Abbau größtenteils entgehen. Es ist 
demnach zu vermuten, dass die Ligandenbindung Voraussetzung für einen Abbau in den 
subzellulären Strukturen ist (Dobbs et al., 2015; Hiller and Hornung, 2015). 
Der Abbau von STING erfolgt möglicherweise durch Autophagie. Allerdings wird die Rolle 
eines Autophagie-abhängigen Abbaus von zytosolischem STING kontrovers diskutiert 
(Burdette and Vance 2013; Barber 2014; Dobbs et al. 2015; Hiller and Hornung 2015). So 
konnten zwar Autophagie-assoziierte Proteine in den von STING gebildeten punktförmigen 
Strukturen nachgewiesen werden, die für Autophagosomen typische Morphologie mit einer 
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Doppelmembran hingegen nicht. Auch genetische Studien gaben bisher keinen eindeutigen 
Aufschluss über autophagozytäre Prozesse im Rahmen der STING-Signalkaskade (Burdette 
and Vance 2013; Chen et al. 2016). 
 
Abbildung 1.6: Die subzelluläre Lokalisation von STING im Zusammenhang mit seiner 
Aktivität. Das aktivierte STING-Protein dissoziiert von der ER-Membran zum ERGIC, welches in 
eukaryotischen Zellen als überbrückendes Kompartiment zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat 
dient. Im ERGIC rekrutiert STING TBK1 und bindet IRF3, wodurch dieser phosphoryliert und aktiviert 
werden kann und in dieser Form die Typ-1-IFN Antwort induziert. Nach erfolgter Signaltransduktion 
kommt es zur Relokalisation von STING in punktförmigen Strukturen, entweder mit oder ohne 
Passage über den Golgi-Apparat. Diese perinukleären Strukturen scheinen für den Abbau von STING 
von Bedeutung, wobei möglicherweise der Prozess der Autophagie eine Rolle spielt. Mutanten mit 
einer Gain-of-function Mutation (*) dissoziieren dagegen ohne Ligandenbindung zum ERGIC und 
induzieren eine konstitutive Typ-1-IFN-Expression. ERES, ER exit sites. [Modifiziert nach (Hiller and 
Hornung, 2015)] 
 
1.3.1.3 Die Interaktion mit NLRC3 
Nucleotide-binding oligomerization domain(NOD)-like receptors (NLR) spielen als 
intrazelluläre PRRs eine elementare Rolle bei der Erkennung von DAMPs und PAMPs und 
damit bei der Regulation des angeborenen Immunsystems. Der Großteil dieser Rezeptoren 
hat mit der Bildung des Inflammasoms eine proinflammatorische Funktion inne (Latz et al., 







hemmend beeinflussen, indem sie verschiedene inflammatorische Signalwege negativ 
regulieren. So beschrieben Zhang et al. einen dieser Rezeptoren, den NOD-like receptor 
family CARD domain containing 3 (NLRC3) als Interaktor und negativen Regulator des 
STING-Proteins (Zhang et al., 2014). Demnach bewirkt die Interaktion von NLRC3 mit 
STING eine verminderte Assoziation von STING mit TBK1. Daraufhin ist die dem STING-
Protein nachgeschaltete Signalkaskade, die zu Aktivierung von IRF3 und NF-κB führt, 
gehemmt. Der RIG-1-MAVS-Signalweg ist dagegen nicht beeinträchtigt (Mangan and Latz, 
2014; Zhang et al., 2014). 
 
1.3.2 Die Struktur von STING 
STING wird vom TMEM173-Gen codiert, welches sich auf dem langen Arm des 
Chromosoms 5 (5q31.2) befindet. Aufgrund seiner parallelen Entdeckung durch 
verschiedene Gruppen ist das Protein ebenfalls unter den Namen MPYS, MITA oder ERIS 
bekannt (Ishikawa and Barber, 2008; Jin et al., 2008; Zhong et al., 2008; Sun et al., 2009). 
Das humane Protein hat eine Länge von 379 Aminosäuren und ein Molekulargewicht von 
~42 kDa. Die Tatsache, dass das murine STING-Ortholog auf der Aminosäure-Ebene zu 
68 % identisch ist und auch die Homologe anderer Spezies wie Danio rerio oder Xenopus 
vor allem im Bereich des C-Terminus eine starke Ähnlichkeit aufweisen, spricht für eine hohe 
Konservierung dieses Proteins im Zuge der Evolution (Ishikawa and Barber, 2008; Zhong et 
al., 2008; Sun et al., 2009; Burdette and Vance, 2013). 
Das STING-Protein ist in drei Bereiche unterteilt: den N-Terminus, eine C-terminale Domäne 
und den Carboxy-terminal tail (Abbildung 1.7). Es besitzt vier Transmembrandomänen, 
welche sich innerhalb des N-Terminus befinden (1–130). Die C-terminale Domäne liegt im 
Zytosol und hat einen globulären Charakter. Sie erstreckt sich über die Aminosäuren 131–
379 und beinhaltet neben der Dimerisierungs- und Ligandenbindungsdomäne (150–180) 
auch den Carboxy-terminal tail (340–379), welcher Aminosäurereste enthält, die durch TBK1 
phosphoryliert werden. (Burdette and Vance, 2013). Die C-terminale Domäne nimmt zudem 
eine zentrale Rolle in der Funktionalität von STING ein, da es als Plattform für die 




Abbildung 1.7: Struktur des STING-Proteins. Gezeigt ist eine schematische Darstellung der 
funktionellen Domänen von STING. Der N-Terminus besteht aus vier Transmembrandomänen (TM1–
4). In der C-terminalen Domäne (CTD) befindet sich die Dimerisierungsdomäne (DD), die gleichzeitig 
auch als Ligandenbindungsdomäne fungiert, sowie der Carboxy-terminal tail (CTT). Die Aminosäuren 
Tyrosin 167 (Tyr167) und Glutaminsäure 260 (Glu260) spielen eine wichtige Rolle bei der Bindung 
des sekundären Botenstoffs c-di-GMP. (Burdette and Vance, 2013) 
 
Mehr als 20 Kristallstrukturen des humanen und murinen STING sind bisher publiziert. Dabei 
sind lediglich Kristallstrukturen der C-terminalen Domäne existent, was auf die Schwierigkeit 
der Kristallisierung des flexiblen N-Terminus zurückzuführen ist (Tsuchiya et al.). Diese 
kristallographischen Analysen des C-Terminus von STING haben gezeigt, dass das Protein 
eine neuartige α+β Faltung einnimmt, die entfernt Ähnlichkeiten mit kleinen G-Proteinen der 
Ras-Familie sowie mit Nukleotidbindedomänen der Leucine-rich repeat kinase aufweist 
(Ouyang et al., 2012; Shu et al., 2012). Im Zentrum befindet sich dabei ein einfach 
gedrehtes, fünfsträngiges β-Faltblatt, welches von vier (Shu et al., 2012) respektive fünf 
(Huang et al., 2012; Ouyang et al., 2012) α-Helices flankiert ist. Die erste der α-Helices (α1), 
welche ursprünglich fälschlicherweise den Transmembrandomänen zugeordnet wurde, ist 
mit 40 Å sehr lang und an den Aminosäuren Glycin 166 (Gly, G) und Prolin 173 entlang der 
helikalen Achse gebogen, woraus eine Richtungsänderung der Helix resultiert (Huang et al., 
2012; Ouyang et al., 2012; Shu et al., 2012). Sie ist durch ihre starken hydrophoben 
Eigenschaften an verschiedenen intermolekularen Interaktionen beteiligt. So bildet α1 
gemeinsam mit α3 das Dimerinterface von STING und ist in die Bindung von c-di-GMP 
involviert. Eine Trunkation der Helix α1 führt zu einer Unlöslichkeit sowie der inkorrekten 
Faltung des Proteins (Huang et al., 2012; Shu et al., 2012). Mit Hilfe der kristallographischen 
Untersuchungen der C-terminalen Domäne von STING konnte des Weiteren gezeigt werden, 
dass das Protein auch in Abwesenheit eines Liganden als symmetrisches, inaktives Dimer 
vorliegt (Ouyang et al., 2012; Shang et al., 2012; Shu et al., 2012; Yin et al., 2012). Die 
beiden Protomere bilden dabei, über intermolekulare Interaktionen vermittelt, eine offene V-
förmige Struktur mit relativ weiter Spannweite aus, in deren Mitte sich ein tiefer Spalt befindet 
(Abbildung 1.8 A). Während in der Mehrzahl der Studien die Bindung von c-di-GMP an 
STING-H232 respektive STING-R232 nicht zu einer Annäherung der V-Struktur führt 
(Ouyang et al., 2012; Shu et al., 2012; Yin et al., 2012), kommt es im Zuge der Bindung des 
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sekundären Botenstoffs cGAMP zu einer Strukturänderung in einem proximal zur 
Ligandenbindungsdomäne gelegenen Bereich (Aminosäuren 224–244) (Huang et al., 2012; 
Zhang et al., 2013). Infolge der Bindung des Liganden kommt es zur Ausbildung einer 
geschlossenen Konformation. Dabei formt in jeder der zwei Untereinheiten des Homodimers 
die zuvor ungeordnete β2-β3 Schleife eine lange β-Haarnadelstruktur, welche dann einen 
Deckel in Form eines viersträngigen, antiparallelen β-Faltblatts über das gebundene 
cyclische Nukleotid bildet (Abbildung 1.8 B) (Gao et al., 2013; Zhang et al., 2013). 
Interessanterweise zeigt dagegen das murine STING-R231 unabhängig von einer 
Ligandenbindung eine geschlossene Konformation, was vermuten lässt, dass die Aktivierung 
von STING nicht unweigerlich mit der Konformationsänderung korreliert (Chin et al., 2013; 
Gao et al., 2013). Allerdings konnten Gao et al. unter Verwendung einer Mutation innerhalb 
des Deckelsegments (G230I), welche das Schließen des Deckels induziert, zeigen, dass 
dieser durch die Ligandenbindung induzierte Schließvorgang des humanen STING-Proteins 
durchaus von essentieller Bedeutung für die Induktion von IFN-β ist (Gao et al., 2014). 
 
Abbildung 1.8: Strukturmodell des gebundenen STING-H232. Modell des STING-Proteins 
komplexiert mit dem Liganden c-di-GMP (A). Detailansicht von STING-H232 gebunden an den 




2 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG 
Typ-1-Interferonopathien sind systemisch-entzündliche Erkrankungen, die klinisch durch 
Autoinflammation und Autoimmunität gekennzeichnet sind und auf Fehlfunktionen des 
angeborenen Immunsystems beruhen. Ursächlich liegt diesen Erkrankungen eine 
dysregulierte Typ-1-IFN-Achse zugrunde, die eine inadäquate chronische Typ-1-IFN-
Aktivierung zur Folge hat. Typ-1-Interferonopathien gehören zu den seltenen Erkrankungen 
und sind mehrheitlich monogen bedingt. Die Aufklärung der Pathogenese der bisher 
bekannten Typ-1-Interfernopathien hat zur Identifizierung völlig neuer zellintrinsischer 
Mechanismen geführt, die die antivirale Typ-1-IFN Achse regulieren und die bei Fehlfunktion 
zu Autoinflammation und Autoimmunität führen.  
Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung neuer Gene, die 
Krankheitsbilder mit chronischer Typ-1-IFN-Aktivierung verursachen. 
Im Vordergrund standen folgende Fragestellungen: 
(1) Wie ist das klinische Bild der zwei hier untersuchten Familien charakterisiert? Hierfür 
wurden klinische Daten der erkrankten Familienmitglieder gesammelt und hinsichtlich 
ihrer Ähnlichkeit mit bekannten Typ-1-Interferopathien ausgewertet. Des Weiteren 
wurden die Familien hinsichtlich einer konstitutiven Aktivierung der Typ-1-IFN-Achse 
untersucht. 
(2) Welche genetischen Ursachen liegen den familiär auftretenden Krankheitsbildern in 
den zwei Familien zu Grunde? Dazu wurden Exomanalysen durchgeführt und mittels 
bioinformatischer Analysen nach seltenen Genvarianten gesucht, die für den 
jeweiligen Phänotyp verantwortlich sein könnten. 
(3) Welche funktionellen Konsequenzen hat die in Familie 1 identifizierte Mutation im 
TMEM173-Gen? Hierfür wurde die Mutation mit Hilfe von molekularbiologischen und 
zellbiologischen Untersuchungen sowie anhand von Strukturanalysen hinsichtlich 
ihrer Auswirkungen auf die Typ-1-IFN-Achse und der Stabilität des STING-Dimers 
untersucht. 
(4) Was ist die mögliche genetische Ursache der Erkrankung in Familie 2, in der sich mit 
der Exomanalyse keine kausale Genmutation nachweisen ließ? Dafür wurde aus 
Fibroblasten von Erkrankten und gesunden Kontrollen eine vergleichende 




3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Chemikalien und Enzyme 
Tabelle 3.1: Übersicht verwendeter Chemikalien und Enzyme. 
BEZEICHNUNG HERSTELLER 
1 kb DNA-Ladder Fermentas 
100 bp DNA-Ladder Thermo Fisher Scientific 
2’3’-cGAMP InvivoGen 
6x Ladepuffer (Agarosegele)  Thermo Fisher Scientific 
Agarose (low melt)  Sigma-Aldrich  
Ampicillin Natriumsalz  AppliChem 
Antibiotika/Antimykotika-Mix  PAA  
ATP Sigma-Aldrich 
BigDye ® Terminator 5x Sequencer Buffer  Applied Biosystems 
BigDye ® Terminator Sequencing Standard Applied Biosystems 
Biocoll Separating Solution (Ficoll) Biochrom 
Blasticidin S InvivoGen 
Bovines Serumalbumin (BSA)  Sigma Aldrich 
Bromphenolblau  Sigma Aldrich  
CASYton  Roche Applied Science  
cOmplete ULTRA protease inhibitor cocktail Roche Diagnostics 
DMSO, Cryo-sure  WAKChemieMedicalGmbH  
DNase I  Quiagen  
dNTP-Mix Carl Roth 
Dpn I Agilent Technologies 
DTT  Serva 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM) high 
glucose (4,5 g/l)  
PAA  
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Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline  PAA  
Entwickler (X-ray developer) Kodak GmbH 
Ethanol (96 %)  VWR  
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Sigma-Aldrich 
Exonuclease I (20.000 U/ml) New England BioLabs 
Fetales Bovines Serum (FCS)  Biochrom  
Fixierer (X-ray fixer) Kodak GmbH 
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain Biotium 
Glycerin Carl Roth 
GTP Thermo Fisher Scientific 
HEPES Sigma-Aldrich  




HotStarTaq DNA Polymerase Qiagen 
Isopropanol  Merck 
Kaliumchlorid  Merck  
LB Agar, Miller DifcoTM (BD) 
LB Broth Base Invitrogen 
L-Glutamine 200 mM (100x)  PAA  
Magnesiumchlorid Merck 




Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth 
Nuclease free water Promega 
NuPAGE® MOPS SDS running buffer  Invitrogen 
NuPAGE® transfer buffer  Invitrogen 
Opti-MEM  Life technologies  
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Roche Diagnostics 
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Polyethylenimin (PEI)  Sigma-Aldrich  
Polyinosinic:Polycytidylic Acid [Poly(I:C)] InvivoGen 
Ponceau-S-Färbelösung Sigma-Aldrich 
Precision Plus Protein Standards, Dual Color BioRad 
rAPID Alkaline Phosphatase (1U/µl) Roche Life Science 
rAPID Alkaline Phosphatase Puffer (10x) Roche Life Science 
Sephadex G-50 GE Healthcare 
SOC-medium Invitrogen 
TBE-Puffer (10x) Applichem 
Tris Ultra Qualität Carl Roth 
Triton-X 100 Sigma-Aldrich 
Trypsin EDTA (10x)  PAA  




Tabelle 3.2: Übersicht verwendeter Antikörper. 
ANTIKÖRPER FIRMA 
GAPDH Meridian Life Science 
anti-mouse IgG-HRP  Cell Signaling  
phospho-IRF3  Abcam  
anti-rabbit IgG-HRP  Cell Signaling  
STING Cell Signaling  
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3.1.3 Vektor und Kits 
Tabelle 3.3: Übersicht über den verwendeten Vektor sowie verwendete Kits. 
BEZEICHNUNG HERSTELLER 
ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems 
BCATM Protein Assay Kit  Thermo Scientific 
EnVision™ G|2 System/AP, Rabbit/Mouse Dako 
GoScript™ Reverse Transcription System Promega 
HotStarTaq ® DNA Polymerase Kit Qiagen 
Lumi-Light PLUS Western Blotting Substrate  Roche Diagnostics 
NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® New England BioLabs 
NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module New England BioLabs 
NEBNext® Ultra™ RNA Library Prep Kit for Illumina® 
New England BioLabs 
PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Kit Invitrogen 
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen 
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Agilent Technologies 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
SureSelectXT2 Target Enrichment System Agilent Technologies 
TaqMan™ Universal Master Mix II no UNG Applied Biosystems 
TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit Illumina 
ZR Plasmid Miniprep™ Classic Zymo Research  
VEKTOR  
pCMV-SPORT6 Open Biosystems 
 
3.1.4 Primer 
Die lyophilisierten Primer (Eurofins MWG Operon) wurden mit HPLC-Wasser gelöst und auf 
eine Konzentration von 100 pmol eingestellt. Anschließend wurden die Primer für 10 min bei 
50 °C auf dem Thermomixer inkubiert und schließlich bei −20 °C gelagert. 
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Tabelle 3.4: Übersicht verwendeter Primer. 
MUTAGENESEPRIMER SEQUENZ (5’–3’) 
TMEM173_G166E_fwd GGTCATATTACATCGAATATCTGCGGCTGATCCTGCC 
TMEM173_G166E_rev GGCAGGATCAGCCGCAGATATTCGATGTAATATGACC 
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3.1.4.1 TaqMan Assays 
Für die Bestimmung der Genexpression spezifischer Zielgene wurden kommerziell 
verfügbare TaqMan Assays der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet. 












3.1.5 Software, Programme und Datenbanken 
Tabelle 3.6: Übersicht verwendeter Software, Programme sowie Datenbanken. 
BEZEICHNUNG HERSTELLER/BEZUG 
ABI PRISM Data Collection Software Applied Biosystems 
Bowtie (Langmead et al., 2009) 
Contig Express-Modul  Life technologies  
Cuffdiff2 (Trapnell et al., 2013) 
cummeRbund (Goff L, Trapnell C and Kelley D, 2013) 
dbSNP Home Page http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ 
Ensembl genome browser 84 http://www.ensembl.org/index.html 
GATK | GATK Best Practices 
https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/best-
practices.php 
GraphPad Prism6  GraphPad  
HADDOCK v2.1 (Dominguez et al., 2003; de Vries et al., 2007) 
Integrative Genomics Viewer (Robinson et al., 2011) 
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Magellan 6  TECAN  
MODELLER 9v15 (Sali and Blundell, 1993; Eswar et al., 2007) 
MutationTaster2 (Schwarz et al., 2014) 
Oligo 5 Molecular Biology Insights, Inc. 
PeqLab NanaDrop 1000 v.3.5.2 PEQLAB  
Picard Tools by Broad Institute https://broadinstitute.github.io/picard/ 
PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010) 
PyMOL Molecular Graphics System (Delano, 2002) 
RCSB Protein Data Bank http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 
Real-Time PCR System Sequence Detection 
Software v1.4.1 
Applied Biosystems 
RStudio (RStudio team, 2015) 
TopHat2 (Kim et al., 2013) 
varbank Cologne Center for Genomic 
Variant Effect Predictor http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html  





3.2.1.1 Zelllinien und ihre Kultivierung 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden neben primären humanen Fibroblasten 
aus Hautbiopsien, auch das Derivat HEK293T der humanen embryonalen Nierenzelllinie 
HEK293 verwendet. Zudem kam die Reporterzelllinie HEK-Blue™ IFN-α/β zur Anwendung. 
Die Zelllinien wurden regelmäßig hinsichtlich einer Mykoplasmenkontamination 
mikrobiologisch untersucht. 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm2 bzw. 100 cm²-Zellkulturflaschen mit DMEM-
Komplettmedium bzw. HEK-BlueTM-Komplettmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 
Luftfeuchte. Zur Subkultivierung der adhärenten Zellen wurden die Zellen durchschnittlich 
aller 3–4 Tage gesplittet. Dazu wurde zunächst das Kulturmedium abgenommen, und die 
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Zellen wurden mit sterilem PBS gewaschen. Nach Zugabe einer 1x Trypsin/EDTA-Lösung 
wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert, bis ein vollständiges Ablösen der adhärenten 
Zellen erreicht war. Nach mikroskopischer Kontrolle wurde die Reaktion durch Zugabe von 
DMEM-Komplettmedium abgestoppt und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren in eine 
Einzelzellsuspension überführt. Die Zellen wurden dann entsprechend einer 
zelllinienspezifischen Splittrate (HEK293T und HEK-Blue: 1:10; Fibroblasten 1:2) umgesetzt 




Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem automatischen Zellzählgerät CASY® Cell 
Counter & Analyser Model TT 150. Dieses Zählsystem misst die Permeabilität der 
Zellmembran unter Verwendung von elektrischem Strom. Dabei können vitale Zellen sowie 
tote Zellen, Zellschrott und Zellcluster in einem Messvorgang parallel erfasst werden.  
Die Einzelzellsuspension (3.2.1.1) wurde in ein steriles 15 ml Falcon-Röhrchen überführt und 
anschließend in einem Messröhrchen (CASYcup) 1:200 mit 10 ml einer isotonischen 
Salzlösung (CASYton) verdünnt. Es wurden am CASY® Cell Counter jeweils drei 
Messungen mit einer 150 µm Kapillare durchgeführt und dabei jeweils ein Volumen von 400 
µl verwendet. Im Anschluss erfolgte die automatisierte Berechnung der in der Zellsuspension 
enthaltenen vitalen Zellen/ml. 
 
3.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zu Zwecken der Langzeitlagerung wurden Zellen einer möglichst niedrigen Passage 
kryokonserviert. Die abtrypsinierten Zellen (3.2.1.1) wurden dazu in ein steriles Falcon-
Röhrchen überführt und bei 4 °C und 800 rpm 5 min pelletiert. Um eine Schädigung der 
Zellendurch eine Eiskristallbildung im Zuge des Einfriervorgangs zu verhindern, wurde das 
Pellet in einem speziellen Einfriermedium resuspendiert, welches neben 10 % DMSO 
zusätzlich 20 % FCS enthielt. Da DMSO stark zytotoxische Eigenschaften aufweist, wurde 
dabei stets mit vorgekühltem Einfriermedium gearbeitet. Je 1 ml der Zellsuspension wurde 
dann in ein ebenfalls vorgekühltes Kryoröhrchen überführt und kryokonserviert. Dabei 
wurden die Zellen jedoch nicht direkt in die Ultratiefkühltruhe transferiert, sondern zuerst 
langsam mit Hilfe einer Einfrierbox bei −80 °C kontrolliert um 1 °C/min abgekühlt und erst 
dann der Langzeitlagerung zugeführt. 
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Das Wiederauftauen für die weitere Kultivierung wurde zügig durchgeführt. Dabei wurden die 
Kryoröhrchen der Ultratiefkühltruhe entnommen und auf Eis aufgetaut. Im Anschluss wurde 
die Zellsuspension in eine Zellkulturflasche mit vorgewärmtem DMEM-Komplettmedium 
überführt und bei 37 °C und 5 % CO2 für 6 h inkubiert. Um das zytotoxische DMSO sowie 
tote Zellen zu entfernen, erfolgte anschließend ein Mediumwechsel mit frischem DMEM-
Komplettmedium. 
 
3.2.2 Transfektion von HEK293T-Zellen 
Die HEK293T-Zellen wurden mit Hilfe des synthetischen Polymers PEI transient transfiziert. 
Dazu wurden die Zellen 24 h vor der Transfektion in DMEM-Komplettmedium in 
entsprechender Zellzahl (Tabelle 3.7) und entsprechendem Zellkulturgefäß ausgesät.  
Im Vorfeld der Transfektion wurde jeweils die Plasmid-DNA und das Transfektionsreagenz 
mit Opti-MEM I (ohne Zusätze) verdünnt und anschließend für 5 min bei Raumtemperatur 
(RT) inkubiert. Hinsichtlich der Transfektionseffizienz und Zelltoxizität wurde durch 
verschiedene Vorversuche ein 3:1 Verhältnis von PEI:DNA und 100 ng/cm² DNA als optimal 
eruiert und dementsprechend umgesetzt. Um die Bildung der DNA-PEI-Komplexe zu 
ermöglichen, folgte nach dem Mischen der verdünnten Plasmid-DNA und des verdünnten 
Transfektionsreagenz eine Inkubation von weiteren 15–30 min bei RT. Anschließend wurden 
die zu transfizierenden Zellen abgesaugt und der Zellrasen mit einem entsprechenden 
Volumen Opti-MEM I (ohne Zusätze) überschichtet. Die Zugabe des Transfektionsansatzes 
erfolgte dann tropfenweise, durch vorsichtiges Schwenken wurde der gesamte Ansatz 
durchmischt und schließlich 6 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 
dieser Inkubation wurde abschließend FCS in einer finalen Konzentration von 10 % 
zugegeben und die Zellen für weitere 18 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 24 h nach der 
Transfektion wurde das Transfektionsmedium durch DMEM-Komplettmedium ersetzt. 
Tabelle 3.7: Pipettierschema für Transfektionen in Abhängigkeit des Zellkulturgefäßes. 












5 x 105 2 148 3 147 
24-Well Platte 
(2 cm²) 
12,5 X 104 0,2 29 0,6 30 
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3.2.3 Zelllyse 
Um die Proteine zu isolieren, erfolgte eine Lyse der Zellen. Dazu wurde zunächst das 
Medium aus dem Zellkulturgefäß entfernt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und gründlich 
abgesaugt. Nach einer kurzen Inkubation auf Eis unter Lysepuffer wurden die Zellen mit Hilfe 
eines Zellschabers abgeschabt und in ein Eppendorfgefäß überführt. Im Anschluss an eine 
15-minütige Inkubation wurde der Lysevorgang durch die Erhöhung des Scherstresses 
weiter unterstützt, indem die Suspension in einer Insulinspritze mehrfach aufgezogen wurde. 
Die Lysate wurden anschließend für weitere 15–30 min auf Eis inkubiert und dann bei 4 °C 
und 13.000 g für 30 min zentrifugiert, um die Nukleinsäuren, Membranbestandteile und 
andere Zelltrümmern von den löslichen Proteinen zu trennen. Der das Gesamtproteinextrakt 
enthaltende Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt und bei −80 °C 
gelagert. 
 
3.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce gemäß 
den Herstellerangaben verwendet. Die Gesamtproteinextrakte wurden dazu 1:10 mit 
Lysepuffer verdünnt. Von dieser Verdünnung wurden je 20 µl in Doppelbestimmung in eine 
96-Well Platte pipettiert und jeweils mit 200 µl der BCA-Detektionslösung vermischt. Die 
Detektionslösung setzte sich aus den Reagenzien A (Bicinchonin-Lösung) und B (4 % 
Kupfersulfat) im Verhältnis 50:1 zusammen. Als Standard diente der mitgelieferte BSA-
Proteinstandard von welchem eine Verdünnungsreihe hergestellt wurde, die in einer 
Vierfachbestimmung ebenfalls in die 96-Well Platte pipettiert und mit je 200 µl der BCA-
Detektionslösung versetzt wurde. Anschließend wurde die Platte bei 37 °C für 30 min 
inkubiert. Die kolorimetrische Messung erfolgte dann bei 562 nm mit Hilfe eines Tecan 




Die Auftrennung der Proteine erfolgte im Zuge der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend der elektrophoretischen 
Mobilität der Proteine, unter denaturierenden Bedingungen (Laemmli, 1970). Im Vorfeld der 
SDS-PAGE wurden die Proteinproben mit einem 6x Probenpuffer im Verhältnis 1:5 versetzt 
und 10 min bei 95 °C denaturiert. Die so vorbreiteten Proben wurden neben einem Protein-
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Größenstandard in 4–12 %-igen Fertig-Gelen (Novex® NuPAGE® Bis-Tris Pre-Cast-Gele) in 
einer XCell SureLock® Mini-Gel-Elektrophorese-Kammer separiert. Um ein ungestörtes 
Laufverhalten der Proteine zu ermöglichen, wurde der NuPAGE® MOPS-SDS-Laufpuffer 
gemäß den Herstellerangaben eingesetzt. Die Gelelektrophorese erfolgte dann bei 180 V 
und maximaler mA-Leistung für ca. 80 min. 
 
3.2.6 Western Blot-Analyse 
Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die separierten Proteine mit Hilfe des XCell II™ Blot 
Moduls auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die immobilisierten Proteine wurden 
dazu in Transferpuffer für 90 min bei 35 V von dem Gel auf die Membran geblottet. Der 
Aufbau des Blotmoduls entsprach dabei den Herstellerangaben. Um die Proteine an der 
Membran zu fixieren und vor allem den erfolgreichen Proteintransfer zu überprüfen, wurde 
die Nitrozellulosemembran nach dem Blottingvorgang mit Ponceau-S-Färbelösung gefärbt, 
kurz mit Aqua dest. gespült und anschließend mit 1x PBS wieder entfärbt. Die 
Bindungsstellen, welche nicht durch Proteine besetzt waren, wurden mit einer 
Blockinglösung bei RT unter Wippen für 1 h blockiert, um eine unspezifische Bindung des 
Antikörpers zu verhindern. Anschließend wurde die Membran mit den spezifischen primären 
Antikörpern bei 4 °C auf einem Wipptisch inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran 
dreimal je 10 min mit 0,2 % TBST gewaschen und daraufhin für 1 h mit dem 
Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten Sekundärantikörper in 0,1 % TBST bei RT auf 
einem Wipptisch inkubiert. Nach dem anschließenden dreimaligen Waschen mit 0,2 % TBST 
für je 10 min erfolgte mit Hilfe des Lumi LightPlus Kits eine indirekte Detektion in Form einer 
Chemilumineszenzreaktion. Dazu wurden die beiden Reagenzien des Kits 1:2 vermischt und 
die Membran 5 min mit der Lösung inkubiert. Das Prinzip dieser Detektion beruht auf der 
Kopplung des Sekundärantikörpers an eine Meerrettichperoxidase, welche in einer 
elektrochemischen Reaktion mit Hilfe einer Peroxidlösung das in der Detektionslösung 
enthaltene Luminol umsetzt, wodurch Lichtsignale emittiert werden. Die so generierte 
Chemilumineszenz wurde unter Verwendung von Röntgenfilmen visualisiert. Dazu wurde die 
Membran in Klarsichtfolie eingeschlagen und dann auf einem Röntgenfilm in einer 
Filmkassette exponiert. Der belichtete Film wurde dann in Entwicklerlösung geschwenkt bis 
die Proteinbanden sichtbar wurden. Mit Hilfe der Fixierlösung wurde die Reaktion schließlich 
abgestoppt. 
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3.2.7 Primer-Design 
Die Qualität der verwendeten Primer ist maßgeblich für die erzielte Effizienz und Spezifität 
der durchgeführten Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die Primerlänge wurde zwischen 18 
und 30 Nukleotiden gewählt, um eine ausreichende Spezifität zu gewährleisten. Die 
Schmelztemperatur (TM) wurde zwischen 65 °C und 75 °C gewählt, wobei ∆TM der beiden 
verwendeten Primer nicht über 5 °C lag. Zudem wurde auf einen GC-Gehalt von 40–60 % 
geachtet. AT- und GC-reiche Regionen wurden ebenso vermieden wie vier oder mehr 
Repeats von Basen oder Dinukleotiden. Um die Bildung von Primer-Dimeren zu verhindern, 
wurden außerdem inter oder intra Homologien der Primer vermieden. Das Design der 
verwendeten Primer erfolgte mit dem Programm Oligo. 
 
3.2.8 PCR 
Die PCR dient der in vitro Vervielfältigung von definierten DNA-Fragmenten. Unter 
Verwendung eines DNA-Templates, Desoxyribonukleosidtriphosphate als Bausteine der 
DNA sowie zweier sequenzspezifischer Oligonukleotide (Primer) und einer thermostabilen 
DNA-Polymerase erfolgte die lineare Amplifikation der gewünschten Fragmente. Die 
verwendete HotStarTaq DNA Polymerase beginnt die Polymerisation erst, wenn die Primer 
spezifisch an die DNA-Sequenz gebunden haben, wodurch die Spezifität der Reaktion 
erhöht wird und somit weniger unspezifische Nebenprodukte entstehen. 
Die Basis einer PCR sind drei repetitive Schritte: Denaturierung, Annealing und Elongation. 
In der Denaturierungsphase wird der Reaktionsansatz zunächst auf 95 °C erhitzt und damit 
die doppelsträngige DNA-Matrize in zwei Einzelstränge aufgespalten. In der folgenden 
Annealingphase kommt es zur Anlagerung der sequenzspezifischen Primer an die 
Templatestränge, woraufhin in der Elongationsphase mit Hilfe der DNA-Polymerase und der 
Desoxyribonukleosidtriphosphate die Oligonukleotidprimer verlängert werden bis ein DNA-
Doppelstrang vorliegt, welcher mit dem ursprünglichen DNA-Template identisch ist. 
Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 3.8 dargestellt. Die Konzentration der Primer lag bei 
10 pmol/μl und die Konzentration des DNA-Templates wurde auf 10 ng/µl eingestellt. Die 
Parameter des Thermozyklers sind in Tabelle 3.9 dargestellt. 
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Tabelle 3.8: Pipettierschema eines PCR-Ansatzes. 
KOMPONENTE  VOLUMEN 
HPLC-Wasser 14,5 μl  
10x Puffer + 15 mM MgCl2  2,0 μl  
dNTPs (10mM)  0,75 μl  
Primer forward (10 pmol) 0,5 µl  
Primer reverse (10 pmol)  0,5 µl 
HotStarTaq Polymerase  0,1 μl 
DNA-Template (10 ng/µl) 2,0 µl  
 
 
Tabelle 3.9: Thermozykler-Parameter zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente. X 
entspricht der spezifischen Primer-Annealingtemperatur, welche jeweils dem spezifischen Primer 
anzupassen ist. 
SCHRITT TEMPERATUR [°C] ZEIT [min] ZYKLEN 
1 Vorheizen 95 ∞  
2 Initiale Denaturierung 95 15  1 
3 Denaturierung 95 0,45  
34 4 Annealing X
 1 
5 Elongation 72 1 
6 Finale Elongation 72 10 1 




Die ortspezifische Mutagenese wurde mit Hilfe des QuikChange Lightning Site-Directed 
Mutagenesis Kits gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Die verwendete 
Technik basiert auf der molekularbiologischen Ligation-During-Amplification-Methode, deren 
Ausgangspunkt der Expressionsvektor pCMV-SPORT6 (Abbildung 3.1) mit inserierter cDNA 
des humanen TMEM173-Gens (RefSeq: NM_198282) war. Die Mutation wurde dann 
zielgerichtet in einer PCR durch Zugabe der thermostabilen PfuTurbo™ DNA Polymerase 
und zweier sequenzspezifischer, synthetischer Primer (0), welche die gewünschte Mutation 
enthielten, in das Gen eingeführt. Die Elongationszeit war dabei abhängig von der erwarteten 
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Amplikon-Länge. Der Ansatz der PCR ist in Tabelle 3.10, die Parameter des Thermozyklers 
in Tabelle 3.11 dargestellt. 
Abschließend wurde die parentale Template-DNA mit der Endonuklease Dpn I verdaut. 
Dieses Enzym baut spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA ab, welche durch die 
E.coli DNA-Adenin-Methyltransferase methyliert wurde. Dazu erfolgte eine Inkubation des 
PCR-Ansatzes (50 μl) mit 2 μl Dpn I für 5 min bei 37 °C. Die mutierte Plasmid-DNA wurde 
dann für die Transformation eingesetzt (3.2.10.2). 
Tabelle 3.10: Pipettierschema der PCR-Ansätze zur Durchführung einer zielgerichteten 
Mutagenese. 
KOMPONENTE  VOLUMEN  
10x Reaction Buffer  5 μl  
dNTP Mix  1 µl  
QuikSolution reagent  1,5 μl  
Primer forward  125 ng  
Primer reverse 125 ng 
Template  100 ng  
Lightning Enzym  1 μl  
HPLC-Wasser ad 50 μl  
 
Tabelle 3.11: Thermozykler-Parameter zur ortsgerichteten Mutagenese. 
SCHRITT TEMPERATUR [°C] ZEIT ZYKLEN 
1  95 2 min 1 
2  95 20 s 
 
 
18  60 10 s 
 68 30 s/kb Plasmidlänge 
3  68 5 min 1 
4  10 ∞  
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Abbildung 3.1: Vektor pCMV-SPORT6. Der Vektor (Open Biosystems) enthält neben einer 




3.2.10.1 Transformation kompetenter E. coli-DH5α-Zellen 
Die Transformation fand auf Eis in vorgekühlten Reaktionsgefäßen statt. Es wurden dazu 
50 µl der kompetenten E. coli-DH5α-Zellen mit 1–5 µl (1 pg–100 ng) der Plasmid-DNA 
vorsichtig vermischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Zur Aufnahme der DNA in die 
kompetenten Zellen wurden diese einem Hitzeschock unterzogen und dazu 20 s bei 42 °C 
im Wasserbad erhitzt. Nach einer weiteren 2-minütigen Inkubation auf Eis erfolgte die 
Zugabe von 200 μl raumtemperiertem SOC-Medium. Anschließend wurde der 
Transformationsansatz für 1 h bei 37 °C und 250 rpm in einem Bakterienschüttler inkubiert. 
In der Zwischenzeit wurden LB-Agarplatten mit 100 μg/ml Ampicillin (Amp) auf 37 °C 
temperiert. Nach erfolgter Inkubation wurden 50 µl des Transformationsansatzes ausplattiert, 
und die Platten wurden dann ü.N. im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. 
 
3.2.10.2 Transformation der ultrakompetenten XL10-Gold®-Zellen 
Die mutierte Plasmid-DNA (0) wurde in XL10-Gold® ultrakompetente Zellen transformiert, 
welche besonders für die Transformation größerer, ligierter Plasmide geeignet sind. Es 
wurden dazu zunächst 2 μl des XL-10 Gold β-Mercaptoethanol-Mix mit 45 μl der 
MATERIAL UND METHODEN 
36 
kompetenten Zellen vermischt und auf Eis für 2 min inkubiert. Im Anschluss wurden 2 μl des 
Ligationsansatzes zugegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. In der Zwischenzeit wurde 
SOC-Medium auf 42 °C temperiert. Der Transformationsansatz wurde schließlich für 30 s 
einem Hitzeschock bei 42 °C unterzogen und erneut für 2 min auf Eis inkubiert. Danach 
erfolgte die Zugabe von 500 μl des temperierten SOC-Mediums und eine einstündige 
Vorkultivierung des Ansatzes bei 37 °C und 220 rpm im Bakterienschüttler. Nach Ende der 
Inkubationszeit wurden 50 μl des Ansatzes auf eine LB-Agarplatte mit 100 µg/ml Amp 
ausplattiert und diese über ü.N. bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 
 
3.2.11 DNA-Isolierung 
3.2.11.1 Isolierung genomischer DNA aus Vollblut 
Die Isolierung genomischer DNA aus Vollblut erfolgte über eine Silikagel Membran unter 
Verwendung des QIAamp DNA Blood Mini Kits entsprechend der Angaben des Herstellers.  
 
3.2.11.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli 
Es wurden Einzelkolonien von den LB-Agarplatten des Transformationsansatzes gepickt und 
jeweils in 5 ml LB-Medium mit Amp (100 µg/ml) ü.N. bei 37 °C und 170 rpm in einem 
Bakterienschüttler kultiviert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte dann auf Basis einer 
alkalischen Lyse mit Hilfe des ZR Plasmid Miniprep™ Classic Kits gemäß der 
Herstellerangaben.  
Um größere Mengen an DNA gewinnen zu können wurden, nach erfolgreicher Kontrolle der 
Sequenz des Klons aus der Mini-Präparation, Maxi-Präparationen durchgeführt. Dazu 
wurden 250 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Amp mit 500 µl der Übernachtkultur der 
Minipräparation angeimpft und ü. N. bei 37 °C und 170 rpm kultiviert. Am Folgetag wurde die 
Übernachtkultur bei 4000 g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA 
erfolgte anschließend, ebenfalls über alkalische Lyse, mit Hilfe des PureLink® HiPure 
Plasmid Filter Maxiprep Kits entsprechend der Herstellerangaben. Die isolierte Plasmid-DNA 
wurde bis zur weiteren Verwendung bei −20 °C gelagert. Außerdem wurde aus der 
Maxikultur ein Glycerolstock angelegt. Dazu wurden 200 μl der Bakterienübernachtkultur mit 
800 μl 100 %-igem Glycerol versetzt und bei −80 °C gelagert. 
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3.2.12 Agarose-Gelelektrophorese 
Mit Hilfe der horizontalen Flachbett-Gelelekrophorese können Nukleinsäuren und PCR-
Produkte in Abhängigkeit ihrer Größe aufgetrennt sowie aufgereinigt werden. Es wurde dazu 
ein 2 %-iges Agarosegel mit 1xTBE-Puffer hergestellt. Zur späteren Sichtbarmachung der 
DNA unter UV-Licht wurden 300 ml Agaroselösung mit 8 µl des Farbstoffs GelRed versetzt. 
Nach dem Festwerden des Gels wurden die Proben mit 6x Ladepuffer im Verhältnis 1:3 
versetzt und neben einem 1 kb-DNA Ladder bzw. 100 bp-DNA Ladder Größenmarker 
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte dann bei 196 V in 1x TBE-Puffer. Anschließend 
wurden die DNA-Banden unter UV-Licht in einem Transilluminator dokumentiert. 
  
3.2.13 Sequenzierung 
Die Sequenzierung von PCR-Produkten und Nukleinsäuren beruhte auf dem Prinzip der 
sogenannten Kettenabbruch-Methode (Sanger et al., 1977). Ausgehend von einem Primer 
wurde dabei ein DNA-Strang synthetisiert, welcher komplementär zu einem der zu 
sequenzierenden Matrizenstränge ist. Im Verlauf dieser Synthese werden fluoreszenz-
markierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP) eingebaut, welche aufgrund ihrer 
fehlenden 3’Hydroxygruppe die Synthese terminieren. Als Folge entstehen im Zuge der 
Reaktion DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge. Aufgrund der Kopplung der vier ddNTPs 
an unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe, zeigen die Enden der Kettenabbruchprodukte 
divergierende Fluoreszenzsignale, wodurch eine Erkennung und Unterscheidung via Laser-
Detektor ermöglicht wird. Mit Hilfe der daraus resultierenden Elektropherogramme kann 
nachfolgend unter Verwendung der Vector NTI® 10 Software die Basenfolge des 
sequenzierten Strangs abgeleitet werden.  
Im Vorfeld der Sequenzierung wurde eine PCR (3.2.8) durchgeführt, um die spezifischen 
PCR-Fragmente zu amplifizieren. Anschließend wurden die PCR-Produkte mit Hilfe der 
Exonuclease I von nicht inkorporierten Primern gereinigt (Ansatz siehe Tabelle 3.12). Zur 
eigentlichen Sequenzierung wurde dann das aufgereinigte PCR-Produkt und das ABI 
PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit verwendet. Der Ansatz ist in 
Tabelle 3.13 dargestellt. 
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Tabelle 3.12: Ansatz zur Aufreinigung von PCR-Produkten im Vorfeld einer Sequenzierung. 
KOMPONENTE  VOLUMEN 
HPLC-Wasser 1,9 µl 
rAPid Alkaline Phosphatase Puffer 10x 2,5 µl 
rAPid Alkaline Phosphatase 0,5 µl 
Exonuclease I 0,1 µl 
 
Tabelle 3.13: Pipettierschema eines Sequenzieransatzes. 
KOMPONENTE VOLUMEN 
5x Sequenzierpuffer 2 µl 
BigDye® 1 µl 
DNA 3 µl 
Primer, forward oder reverse (10 pmol) 1 µl 
HPLC-Wasser ad 20 µl 
 
Nach dem Cycle Sequencing wurden die PCR-Produkte mittels Gelfiltration über Sephadex-
Säulen erneut aufgereinigt. 4 µl des Filtrationsprodukts wurden anschließend in eine PCR-
Mikroplatte pipettiert und mit je 10 µl HiDi™Formamid versetzt. Die Sequenzierung erfolgte 
dann mit dem ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer. 
 
3.2.14 Exomsequenzierung 
Diese Analyse beruht auf dem Prinzip des Next-generation sequencings (NGS) und 
ermöglicht die ursächliche Aufklärung seltener monogener Erkrankungen. Dabei werden alle 
Exons sowie angrenzende Introns sequenziert (Farwell et al., 2015). 
 
3.2.14.1 Vorbereitung und Anreicherung der Sequenzierproben 
Die verwendete genomische DNA wurde aus Vollblut extrahiert (3.2.11.1). Die 
Exomsequenzierung erfolgte in der NGS Facility am Center for Regenerative Therapies 
Dresden (CRTD). Zur Anreicherung des Exoms wurde das SureSelectXT2 Target 
enrichment system entsprechend der Herstellerangaben verwendet (Abbildung 3.2). Dazu 
wurde zunächst je Probe 1 µg der genomischen DNA fragmentiert und dabei mittels 
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Ultraschall in Fragmente mit einer Größe von 200 – 300 bp geschert. Anschließend erfolgte 
die Aufreinigung der fragmentierten Proben.  
Die einzelsträngigen Enden der DNA-Fragmente wurden unter Verwendung der T4 DNA- 
Polymerase und der Klenow-DNA-Polymerase repariert und die 5`-Enden mit der T4 
Polynukleotidkinase phosphoryliert und anschließend erneut aufgereinigt. Es folgte mit Hilfe 
des Klenow Fragments (3´→ 5´ exo-) die Adenylierung der 3`-Enden der fragmentierten 
DNA, um einen Einzelnukleotidüberhang zu generieren. Nach einem weiteren 
Aufreinigungsschritt konnte die Ligation der Sequenzier-Adapter mittel T4 DNA-Ligase 
folgen. Die Proben wurden nochmals aufgereinigt und die adapterligierten Fragmente mit der 
Herculase II Fusion DNA-Polymerase schließlich amplifiziert und aufgereinigt. 
Zur Erstellung der Exombibliothek müssen die Exomsequenzen vom restlichen Genom 
isoliert und angereichert werden. Dazu wurden komplementäre Sonden, die alle Exons 
abdecken (Exon capturing) verwendet. Die im Vorfeld präparierte DNA-Bibliothek wurde 
dann mit der anwenderspezifischen biotinylierten RNA-Nukleotid-Lösung (Capture library) 
des SureSelect Kits hybridisiert. Aus dieser Hybridisierungslösung wurden dann mit Hilfe von 
Magnetpartikeln, welche mit Streptavidin beschichtet waren, die entstandenen RNA-DNA-
Hybride selektiert. Die so angereicherten Regionen wurden daraufhin mit einer weiteren PCR 
unter Verwendung der Herculase II Fusion DNA-Polymerase amplifiziert und final 
aufgereinigt. Abschließend wurden sowohl Qualität als auch Quantität der Ansätze bestimmt. 
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Abbildung 3.2: Herstellung einer Gesamt-cDNA-Bibliothek. Die zu untersuchende genomische 
DNA wird in einem definierten Größenbereich fragmentiert und prozessiert. Die so präparierten DNA-
Fragmente werden mit Exon-spezifischen biotinylierten RNA-Magnetpartikeln hybridisiert und die 
entstandenen DNA-RNA-Hybride unter Verwendung von Streptavidin-Magnetpartikeln selektiert. Die 
präzipitierten und angereicherten DNA-Fragmente werden schließlich final amplifiziert und 




3.2.14.2 Sequenzierung und Analyse 
Die Hochdurchsatz-Sequenzierung erfolgte mit dem Illumina HiSeq 2000 System. Basis 
dieses Systems ist eine Sequenzierung parallel zur Synthese. Es werden dabei Nukleotide 
eingesetzt, welche an einen spezifischen fluoreszenzmarkierten Terminator gekoppelt sind. 
Im Zuge der Synthese werden die Nukleotide eingebaut, wodurch ein spezifisches 
Fluoreszenzsignal generiert wird. Der Terminator verhindert im Vorfeld den Einbau eines 
weiteren Nukleotids, wird dann aber, nach der Erzeugung des Fluoreszenzsignals, 
abgespaltet, sodass die Synthese fortgesetzt werden kann. Die Exomanalyse erfolgte mittels 
einer 100 bp paired-end Sequenzierung mit einer 50-fachen durchschnittlichen Abdeckung. 
Bei dieser Sequenziermethode werden die DNA-Templates sowohl vom 5`- als auch vom 3`-
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Ende sequenziert. Dabei entstehen sogenannten Sequence reads, welche aus einem 
einzigen DNA-Template generiert werden. Die erhaltenen Reads wurden mit der 
Referenzsequenz, dem humanen Genom (ENSEMBL hg19), mittels Burrows-Wheeler 
Aligner [pBWA, (0.5.9-r32-MPI-patch2)] verglichen und zugeordnet (Mapping). Wie oft dies 
für eine spezielle Base geschieht, wird als Coverage bezeichnet. Die PCR-Duplikate wurden 
anschließend mit Hilfe des Tools Picard entfernt. Unter Verwendung von SAMtools wurden 
die Daten weiter prozessiert und Varianten identifiziert (Picard tools). Die Daten wurden 
zudem entsprechend der GATK Best Practices Richtlinien (GATK best practices) über die 
GATK pipeline (v 2.6-5) weiter analysiert und basierten dabei auf den aktuellsten 
Veröffentlichungen der Datenbanken ENSEMBL und dbSNP (dbSNP Datenbank; Ensembl 
genome browser 84). Nach erfolgtem Mapping der Reads, dem Variant calling und der 
Annotation schloss sich die Interpretation der Varianten an. Die damit einhergehende 
Visualisierung und Filterung der Daten erfolgte dabei mit dem Variant Effect Predictor 
(McLaren et al., 2010) respektive des varbank Tools der Uni Köln. Die Pathogenität der 
detektierten Sequenzveränderung wurde zudem mit Hilfe des Programms MutationTaster2 
(Schwarz et al., 2014) beurteilt. 
 
3.2.15 RNA-Isolierung 
Die Gesamtzell-RNA aus Vollblutproben von Patienten und gesunden Kontrollen sowie aus 
primären Fibroblasten wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits entsprechend der 
Herstellerangaben isoliert. Die gewonnene, DNase I behandelte RNA wurde aufgereinigt 
anschließend für die cDNA-Synthese respektive die Transkriptomsequenzierung eingesetzt. 
 
3.2.16 RNA-Sequenzierung 
Die Gesamtzell-RNA wurde aus primären Fibroblasten gewonnen (3.2.15) und ihre Qualität 
und Quantität mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers bestimmt. Dabei wurden neben der 
Konzentration auch das Verhältnis von 28S/18S sowie die RNA integrity number (RIN) 
gemessen. Die zu sequenzierenden Proben mussten dabei einen Qualitätsstandard von 
28S/18S ≥ 1 und RIN ≥ 7 erfüllen. Zudem wurden für einen Lauf ≥ 200 ng RNA benötigt. Die 
RNA-Sequenzierung beruhte auf dem Prinzip der Hochdurchsatz-Sequenzierung und 
erfolgte durch BGI Genomics Co., Ltd. In Hongkong unter Verwendung des NEBNext Ultra 
RNA Library Prep Kit for Illumina mit dem NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation 
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Module und den NEBNext Multiplex Oligos for Illumina, entsprechend der Herstellerangaben 
(Abbildung 3.3). 
Aus der mit DNase I-behandelten Gesamtzell-RNA wurde unter Verwendung von 
magnetischen Oligo(dT) Beads die mRNA angereichert. Die isolierte mRNA wurde dann 
fragmentiert und die kurzen Fragmente unter Zugabe eines Random Primer-Mix vorbereitet 
und schließlich für die cDNA-Synthese eingesetzt. Die dabei entstandene Bibliothek 
doppelsträngiger cDNA wurde aufgereinigt und die Enden repariert sowie das Nukleotid 
Adenine zugefügt, um die Enden schließlich mit den Adaptern ligieren zu können. Nach der 
Aufreinigung der Ligationsprodukte wurde die ligierte DNA mittels PCR amplifiziert und so 
eine strangspezifische Sequenzbibliothek erstellt. Im Zuge der Qualitäts- und 
Quantitätskontrolle wurde diese Bibliothek mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers sowie des 
ABI StepOnePlus Real-Time PCR Systems auf Integrität überprüft und quantifiziert. 
Abschließend wurde die Bibliothek unter Verwendung des TruSeq Stranded mRNA Library 
Prep Kits mit der HiSeq 4000 Plattform mit 150 bp paired-end sequenziert. 
Die Rohdaten der Sequenzierung wurden gefiltert, um Adaptersequenzen, Kontaminationen 
und Reads niedriger Qualität zu eliminieren. Die so generierten getrimmten Rohdaten 
wurden unter Verwendung der Plattform GenePattern weiterführend prozessiert (Reich et al., 
2006). Zunächst wurde dabei das Programm TopHat2 verwendet (Kim et al., 2013), welches 
zunächst mit Hilfe des Aligners Bowtie (Langmead et al., 2009) die Reads der RNA-
Sequenzierung dem Referenzgenom (ENSEMBL hg19) zuordnet und anschließend die 
Ergebnisse dieses Mappings analysiert, um Spleißstellen zwischen den Exons zu 
identifizieren und zu verarbeiten. Um verschiedene Proben miteinander zu vergleichen und 
somit eine differentielle Expressionsunterschiede zu identifizieren, wurden die mit TopHat2 
erstellten Daten mit dem Programm Cuffdiff2 weiterführend analysiert und die Fragments per 
kilobase of exon per million fragments mapped (FPKM)-Werte für jedes Gen berechnet und 
für die Quantifizierung der Expression verwendet (Trapnell et al., 2013). 
MATERIAL UND METHODEN 
43 
Abbildung 3.3: Schema der Präparation einer RNA-Bibliothek für die Verwendung eines 
Illumina Sequenzers. (https://www.neb.com/products/e7530-nebnext-ultra-rna-library-prep-kit-for-
illumina) 
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3.2.17 cDNA-Synthese 
Die Synthese von cDNA aus einem RNA-Template erfolgte mit Hilfe des GoScript™ Reverse 
Transcription Systems. Dazu wurde zunächst ein RNA-Primer-Mix (Tabelle 3.14) hergestellt, 
welcher im Anschluss an eine fünfminütige Inkubation bei 70 °C 5 Minuten auf Eis abgekühlt 
wurde. 10 µl des temperierten RNA-Primer-Mix wurden mit 20 μl eines cDNA-Synthese-Mix 
(Tabelle 3.15) vermischt. 
 
 Tabelle 3.14: Pipettierschema des RNA-Primer-Mix. 
KOMPONENTE VOLUMEN BZW. MENGE 
RNA  max. 5 μg  
Random Primer (50 μM)  1 μl  
dNTP-Mix (10 μM)  1 μl  
DEPC-Wasser  ad 10 µl  
 
Tabelle 3.15: Pipettierschema des cDNA-Synthese-Mix. 
KOMPONENTE VOLUMEN 
GoScript™ 5X Reaction Buffer 6 μl  
MgCl2 (25 mM)  3,6 μl  
PCR Nucleotide Mix (final 0,5 mM je dNTP) 1 μl  
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor  0,5 μl  
GoScripTM Reverse.Transkriptase  1 μl  
DEPC-Wasser  7,9 μl  
Nach einer fünfminütigen Inkubation des Reaktionsansatzes bei 25 °C folgte eine Inkubation 
für 60 min bei 42 °C. Die Transkriptase wurde anschließend bei 70 °C für 15 min inaktiviert. 
Die synthetisierte cDNA wurde bei −20 °C gelagert. 
 
3.2.18 Real-Time quantitative PCR 
Die quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) ist eine Vervielfältigungsmethode für cDNA, auf 
Basis einer herkömmlichen PCR, welche zur Quantifizierung der Expression von Genen 
verwendet wird (Heid et al., 1996). Mit dieser Methode wird zunächst RNA zu cDNA revers 
transkribiert und dann mittels genspezifischer Primer ein Zielgen amplifiziert und simultan 
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Fluoreszenzsignale gemessen. Dabei liegt eine direkte Korrelation zwischen 
Fluoreszenzintensitäten und der Akkumulation des Amplikons vor. Eine spezielle, 
doppeltmarkierte Sonde, welche am 5´-Ende mit den fluoreszierenden Reporter FAM und am 
3´-Ende den Quencher TAMRA trägt, bindet komplementär an den Matrizenstrang. Die 
hybridisierte Sonde wird dann im Verlauf der Elongationsphase durch die zusätzliche 5‘-3‘-
Exonukleaseaktivität der verwendeten Taq DNA-Polymerase hydrolysiert. Durch diesen 
Vorgang kommt es zur Freisetzung des Reporters, was eine räumliche Distanz von Reporter 
und Quencher zur Folge hat, wodurch ein Fluoreszenzsignal emittiert wird (Livak et al., 
1995). Mit jedem PCR-Zyklus und der damit verbundenen Akkumulation des entstehenden 
PCR-Produktes kommt es proportional zur Zunahme der Reporter-Fluoreszenz. Die 
Quantifizierung der Genexpression erfolgt dann über den sogenannten Ct-Wert, welcher die 
Zyklenzahl ausdrückt, bei der das detektierte Fluoreszenzsignal einen definierten 
Schwellenwert oberhalb der Hintergrundfluoreszenz übersteigt.  
Für die qRT-PCR wurde cDNA (3.2.17) mit einem TaqMan® Universal PCR Master Mix II no 
UNG, zwei genspezifischen Primern und einer Amplicon-spezifischen Sonde (0) gemäß der 
Angaben des Herstellers versetzt und mit Hilfe eines ABI7300 Real-Time PCR-System 
amplifiziert. Die Zielgene wurden dabei mit Hilfe kommerzieller Primer und Sonden analysiert 
(Tabelle 3.5), mit Ausnahme des Referenzgens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) (Tabelle 3.4).  
Blutproben von 10 gesunden Spendern dienten als Kontrollkohorte. Sowohl Patienten, 
gesunde Familienmitglieder als auch Kontrollen wurden relativ zu einem in jeder Reaktion 
mitgeführten Kalibrator gemessen. Die Berechnung der Expression der Zielgene erfolgte 
unter Anwendung der ∆ΔCt-Methode. Dabei wurde eine Normalisierung der Expression des 
Zielgens zur Expression des Referenzgens vorgenommen (Huggett et al., 2005). Zunächst 
wurde dazu der Ct-Wert des Referenzgens GAPDH vom Ct-Wert des Zielgens subtrahiert 
und somit der ΔCt-Wert ermittelt. Durch die anschließende Subtraktion des ΔCt-Wertes der 
Kontrollen von dem ΔCt-Wert der Patienten ergab sich der ΔΔCt-Wert. Abschließend wurde 
mit der Formel 2−ΔΔCt der relative Expressionsunterschied zwischen Patienten und der 
durchschnittlichen Expression der Kontrollen, normalisiert auf das Referenzgen, berechnet. 
 
3.2.19 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Mit Hilfe des UV-Spektrometers Nanodrop konnte über die optische Dichte (OD) die 
Konzentration von Nukleinsäuren bestimmt werden. Die photometrische Messung der OD 
erfolgte dabei aufgrund des Absorptionsmaxiums von Nukleinsäuren bei 260 nm. Zur 
Bestimmung der Reinheit der isolierten Nukleinsäuren wurde zudem die OD bei 280 nm, 
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dem Absorptionsmaximum aromatischer AS, gemessen. Über das Verhältnis der beiden OD-
Werte (OD260/OD280) können Aussagen über die Reinheit der untersuchten Nukleinsäuren 
getroffen werden. So spricht ein OD260/280-Wert von 1,8 bzw. 2,0 für eine gute Reinheit von 
DNA bzw. RNA und ein Wert von 2,0. Ein starkes Abweichen der gemessenen Werte weist 





Zwei Tage vor der Stimulation mit cGAMP wurden 12,5 x 105 HEK293T-Zellen pro Well in 
DMEM-Komplettmedium in 24-Well Platten ausgesät. Nach einer 24-stündigen Inkubation 
wurden die Zellen mit STING-Plasmiden (Wildtyp, N154S oder G166E) transfiziert (3.2.2). 
Am nächsten Tag folgte die Stimulation der Zellen mit cGAMP (2’3’-cGAMP) mittels Digitonin 
(Woodward et al., 2010). Dabei wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch 500 µl 
Digitonin-Permeabilisierungslösung mit oder ohne Zusatz von 4 µg/ml cGAMP ersetzt. Die 
Zellen wurden dann 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Lösung abgesaugt, die 
Zellen wurden mit DMEM-Komplettmedium gewaschen und die Zellen nach Zugabe von 500 
µl DMEM-Komplettmedium für weitere 6 h inkubiert. Danach wurde der Überstand 
abgenommen und für den IFN-β Reporter Assay eingesetzt. Der Zellrasen wurde mit PBS 
gewaschen und die Zellen zur weiteren Analyse mittels Western Blot lysiert (3.2.3). 
 
3.2.20.2 Poly(I:C)-Stimulation 
Im Vorfeld der Stimulation wurden die Fibroblasten in einer Zellzahl von 3 x 104 Zellen pro 
Well in DMEM-Komplettmedium in 6-Well Platten ausgesät und anschließend für 24 h 
inkubiert. Die Stimulation erfolgte dann mit 100 μg/ml Polyinosin-Polycytidylsäure [Poly(I:C)] 
für 3 h im Brutschrank. Die Wells wurden daraufhin mit PBS gewaschen und die Zellen mit 
frischem Komplettmedium überschichtet und weitere 4 inkubiert. Für den nachfolgenden IFN-
β Reporter Assay wurde dann der Überstand abgenommen. Die Zellen wurden abschließend 
mit PBS gewaschen und lysiert.  
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3.2.21 IFN-β Reporter Assay 
Die Konzentration von IFN-β wurde mit Hilfe der HEK BlueTM IFN-α/β-Zellen ermittelt. Diese 
Zellen besitzen ein Secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP)-Reportergen unter der 
Kontrolle des ISG54-Promotors, welcher durch IFN-α/β induzierbar ist. 
Es wurden in 24-Well Platten 3 x 105 Zellen/Well in 450 µl des Überstandes der cGAMP-
Stimulationsversuche (3.2.20) ausgesät und für 24 h kultiviert. Am nächsten Tag wurden 20 
µl des induzierten HEK-Blue IFN-α/β-Überstandes in eine 96-Well Platte pipettiert, mit 200 µl 
des Detektionsreagenz QUANTI-BlueTM versetzt und für 30 min bei 37 °C inkubiert. QUANTI-
BlueTM erfährt in Anwesenheit von SEAP einen Farbumschlag von pink zu violett bis blau. 
Die Intensität der Blaufärbung spiegelt die Aktivität der SEAP wieder. Die Menge an SEAP 




Das molekulare dreidimensionale Strukturmodell der Mutante G166E des humanen STING-
Proteins wurde mit Hilfe des Programms MODELLER 9v15 Software vorhergesagt (Sali and 
Blundell, 1993; Eswar et al., 2007). Die Homologie-Modellierung basierte dabei auf einer 
hochaufgelösten Kristallstruktur des humanen STING (Shu et al., 2012). Die FASTA-
Sequenz und die Kristallstruktur des Proteins, welche als Template dienten, wurden der 
Protein-Datenbank entnommen (PDB code: 4EMU) (RCSB protein data bank). Das optimale 
Modell der G166E-Mutante wurde auf Grundlage des Discrete optimized protein energy 




Die Docking-Simulation der Ketten der G166E Mutante erfolgte unter Verwendung des 
Programms HADDOCK v2.1 (Dominguez et al., 2003; de Vries et al., 2007). Die so 
modellierten Strukturen wurden gruppiert, wobei in Bezug auf die Matrix der Atomposition im 
Rückgrat des Proteins ein Cutoff von 6.0 Å der RMSD (Root-mean-square deviation, Wurzel 
aus der mittleren quadratischen Abweichung) gewählt wurde. In beiden Monomeren wurden 
die Glutaminsäure (Glu, E) an Position 166 und Threonin (Thr, T) an Position 263 als aktive 
Aminosäurereste definiert, welche in die ambivalenten Interaktionsbeschränkungen 
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[Ambiguous interaction restraints (AIRs)] involviert waren, die mittels HADDOCK simuliert 
wurden. Der Docking-Prozess wird aus einem Zusammenspiel von elektrostatischen und 
van-der-Waals-Kräften sowie AIRs geregelt, welches als HADDOCK Score bezeichnet wird. 
In Summe wurden 1000 solcher Kopplungsvarianten im Zuge des Rigid-body energy 
minimization steps generiert. Die 200 besten wurden dann in einem simulierten semi-
flexiblen Annealing weiter verwendet und abschließend ihr Verhalten in expliziten 
Lösungsmitteln detailliert simuliert. Die daraus resultierenden Orientierungen, welche von 
dem Dimer in verschiedenen Komplexen eingenommen werden können, ergaben eine 
Vielzahl von Strukturen, deren Auftreten in Lösung als am wahrscheinlichsten zu betrachten 
ist. 
 
3.2.22.3 Analyse der Aminosäurereste der Grenzflächen sowie polarer/unpolarer 
Interaktionen 
Die Identifizierung der Aminosäurereste, welche in die Ausbildung der Kontaktfläche der 
STING-Monomere involviert sind, erfolgte durch die Berechnung des Unterschieds zwischen 
den mit dem Dimer assoziierten Flächen und den Flächen, welche lediglich für das Monomer 
relevant sind. Es wurden dabei alle die Aminosäurereste berücksichtigt, bei welchen diese 
Differenz größer als 1 Å² war. Die polaren und unpolaren Interaktionen entlang der 
Dimerkontaktfläche wurden mit Hilfe des Programms LigPlot+ (Wallace et al., 1995; 
Laskowski and Swindells, 2011) berechnet, wobei die molekulare dreidimensionale 
Visualisierung mittels PyMol erfolgte (Delano, 2002). 
 
3.2.23 Histologie und Immunohistochemie 
Die Hautbiopsien wurden in Paraffin eingebettet und 2–5 μm Schnitte hergestellt, welche 
anschließend in einem Nariumcitrat-Puffer (pH 6) rehydriert und gekocht wurden. Die 
Biopsieschnitte wurden anschließend mit Mayer’s Hämatoxylin-Eosin gefärbt. Für 
immunhistochemische Untersuchungen wurde eine Färbung mit einem Antikörper gegen 
Mx1 durchgeführt, gefolgt von einer Färbung mit dem EnVision™ G|2 System/AP, 
Rabbit/Mouse Kit. Die Gewebeschnitte wurden abschließend mit Mayer’s Hämatoxylin-Eosin 
gegengefärbt und mit Hilfe des Zeiss Axio Imager A1 Mikroskops ausgewertet. 
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3.2.24 Statistische Analysen 
Für die statistische Analyse wurde für normalverteilte Daten der Student‘s t-Test verwendet. 
Lag keine Normalverteilung vor, kam der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zur Anwendung. Das 
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt und die Signifikanzwerte folgendermaßen 
dargestellt: *: p<0,05; **: p<0,01 sowie ***: p<0,001. Angegeben wurden entweder der 





4.1 ETABLIERUNG DER INTERFERON-SIGNATUR ALS MARKER 
EINER KONSTITUTIVEN INTERFERON-AKTIVIERUNG 
Im Rahmen der diagnostischen Abklärung von Typ-1-Interferonopathien wurde die 
Bestimmung der IFN-Signatur mit Hilfe von qRT-PCRs in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. 
Lee-Kirsch etabliert. Hierfür wurde die Expression der Gene, Interferon induced protein with 
tetratricopeptide repeats 1 (IFIT1), Interferon-stimulated gene 15 (ISG15), Radical S-
adenosyl methionine domain containing 2 (RSAD2), Sialic acid binding Ig like lectin 1 
(SIGLEC1), Interferon induced protein 44 (IFI44) und Interferon induced protein 44 like 
(IFI44L), in Vollblutproben der Patienten untersucht (Rice et al., 2013). Parallel wurde auch 
die Expression des IFN-β-Gens (IFNB) bestimmt. Alle Proben wurden zunächst auf einen 
Kalibrator normalisiert. Es handelt sich hierbei um eine Probe, welche in jedem Lauf 
mitgeführt wird und als Grundlage zur Erstellung vergleichbarer Ergebnisse dient. 
Anschließend wurde auf ein Referenzgen sowie nachfolgend auf eine Kontrollgruppe aus 10 
bzw. 13 gesunden Spendern normalisiert. Als Referenzgen wurde nach eingehender Prüfung 
GAPDH gewählt. Dazu wurde in einer Kohorte von 34 Patienten mit molekulargenetisch 
definierter Typ-1-Interferonopathie die Expression von GAPDH bestimmt und mit der 
Expression bei gesunden Kontrollen verglichen (Abbildung 4.1). Es zeigte sich, dass der 
Mittelwert der CT-Werte der Kontrollen sich nicht von dem der Patientenkohorte unterschied, 
sodass GAPDH als alleiniges Referenzgen gewählt werden konnte (Pfaffl et al., 2002). 
Die Bestimmung der IFN-Signatur wurde auf dieser Grundlage in zahlreichen Proben von 
Patienten mit molekulargenetisch definierter Typ-1-Interferonopathie durchgeführt. Es zeigte 
sich dabei, dass die Messung der Abundanz der Transkripte der ISGs, IFIT1, ISG15, 
RSAD2, SIGLEC1, IFI27, IFI44 und IFI44L, einen adäquaten Marker für Typ-1-
Interferonopathien darstellt (Abbildung 4.2). Es wurde dagegen deutlich, dass die Expression 
von IFNB kein geeigneter Parameter für eine IFN-Signatur ist, da dessen Transkript sowohl 




Abbildung 4.1: Validierung der Normalisierung auf das Referenzgen GAPDH. Die Mittelwerte 
der CT-Werte der Expression von GAPDH in einer Kontrollgruppe (n=13) und in einer Gruppe von 
Patienten (n=34) mit molekulargenetisch definierten Typ-1-Interferonopathien zeigen keine signifikante 
Abweichung (ΔCT [ref(MittelwertKontrolle – MittelwertPatient] = −0,01). Alle Proben wurden als Triplikate 
gemessen und auf einen Kalibrator normiert. Die horizontale Linie entspricht dem Mittelwert der 
jeweiligen Gruppe. 
 
Abbildung 4.2: Die Expression von IFNB und IFN-stimulierten Genen. Unter Verwendung einer 
quantitativen Real-time PCR wurde in Vollblutproben von 47 Patienten (Pat) mit einer 
molekulargenetisch definierten Typ-1-Interferonopathie sowie 13 gesunden Kontrollen (Ko) die 
Expression des IFNB-Gens und sieben IFN-stimulierter Gene gemessen. Die relative Genexpression 
jedes Transkripts wurde ermittelt indem das jeweilige Expressionslevel auf einen Kalibrator und das 
Referenzgen GAPDH normalisiert wurde. Alle Proben wurden als Triplikat gemessen. Dargestellt ist 
der Median (horizontale Linie). *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n.s., nicht signifikant, Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test. 
*** *** *** * *** ** *** n.s. 
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4.2 FAMILIE 1 
4.2.1 Phänotypische Charakteristika 
Die untersuchte Familie stammt aus Griechenland, ist nicht konsanguin und weist fünf 
erkrankte Familienmitglieder, sowohl männlichen als auch weiblichen Geschlechts, über vier 
Generationen auf (Abbildung 4.3). 
Abbildung 4.3: Stammbaum der Familie 1. Die untersuchte Familie ist griechischer Herkunft und 
nicht konsanguin. Fünf Mitglieder sind an einem Chilblain Lupus erkrankt. Quadrate kennzeichnen 
männliche und Kreise weibliche Familienmitglieder, wobei ausgefüllte Symbole die betroffenen, leere 
Symbole die gesunden und durchgestrichene Symbole verstorbene Familienmitglieder darstellen. 
 
Die Patienten litten unter entzündlichen, blauroten Papeln oder Plaques in akralen Regionen 
wie Fingern, Zehen, Nase, Wangen und Ohren, welche kälteinduziert waren und sich bereits 
in früher Kindheit manifestierten. Zudem zeigten drei der fünf Betroffenen an den lateralen 
Seiten der Oberschenkel großflächig indurierte Plaques mit violetter Färbung. Durch 
wiederkehrende Ulzerierungsprozesse kam es bei einigen Patienten zu einer nekrotischen 
Destruktion der distalen Phalangen der Finger sowie der Helix des Ohres. Die 
Kapillaroskopie der Nagelfalz zeigte irreguläre Kapillaren mit multiplen Verzweigungen, was 
auf eine mikrovaskuläre Beteiligung hinwies. Die Veränderungen an den Akren, dem 
Oberschenkel sowie der Nagelfalz sind beispielhaft bei den Patienten II.1 und III.2 in 
Abbildung 4.4 dargestellt. In der histologischen Untersuchung von Hautbiopsien der 
Patienten II.2 und III.2 waren entzündliche perivaskuläre Infiltrate nachweisbar. Zudem 
zeigte die immunhistochemische Analyse eine verstärkte Expression des IFN-induzierten 




Abbildung 4.4: Kutaner Phänotyp der erkrankten Mitglieder der Familie 1. Inflammatorische 
kutane Läsionen des Patienten II.1 an Nase, Ohrmuschel und Fingern infolge rezidivierender 
Ischämien und Ulzerationen (A). Die Nagelfalz-Kapillaroskopie desselben Patienten zeigt eine 
unregelmäßige Verteilung der Kapillaren mit buschigem Aussehen und vergrößerten Schleifen (B). 
Entzündliche Hautveränderungen an der Nase und am Oberschenkel (C) sowie Onychodystrophie 




Abbildung 4.5: Die histologische Analyse einer Hautbiopsie des Patienten III.2. Die Mx1-
Färbung einer läsionalen Biopsie (A) zeigt im Vergleich zur einer gesunden Kontrolle (B) eine starke 
Expression als Ausdruck einer Typ-1-IFN-Aktvierung. Die Mx1-Expression findet sich insbesondere in 












Hämatologisch zeigten die Patienten keine Auffälligkeiten, jedoch wiesen vier der fünf 
Patienten niedrige ANA-Titer auf. Bei einem Patienten war zudem ein hoher anti-C1q-
Antikörper-Titer nachweisbar. Andere Organmanifestationen oder Fieberepisoden lagen 
dagegen nicht vor. Insbesondere im Hinblick auf pulmologische Manifestationen ist 
bemerkenswert, dass keiner der Betroffenen Anzeichen einer interstitiellen 
Lungenerkrankung zeigte und Lungenfunktionstests wie Spirometrie, Bodyplethysmo-
graphie und Kohlenmonoxid-Diffusionskapazität bei allen Patienten ohne pathologischen 
Befund blieben. Ebenso zeigte eine bei Patient II.2 durchgeführte Computertomographie des 
Brustkorbs keine Auffälligkeiten. Zusammenfassend entsprach das klinische Bild der 
Patienten dem eines familiären Chilblain Lupus. Eine Übersicht über das Spektrum des 
klinischen Phänotyps der erkrankten Individuen der Familie 1 ist in Tabelle 4.1 dargestellt. 
 
Tabelle 4.1: Klinische Befunde der erkrankten Mitglieder der Familie 1. 
CHARAKTERISTIKUM PATIENT I.1 PATIENT II.1 PATIENT II.2 PATIENT III.2 PATIENT IV.3 
aktuelles Alter 86 Jahre 60 Jahre 58 Jahre 36 Jahre 12 Jahre 
Alter bei 
Krankheitsbeginn 
6 Jahre 3 Jahre 2 Monate 12 Jahre 10 Jahre 
Chilblain-Läsionen an 
Fingern, Zehen, Nase 
und Ohren 
+ + + − + 
Ischämie der Finger und 
Zehen 
+ + + − − 
Ischämie der Nase und 
Ohren 
+ + + + − 
Dystrophie oder Verlust 
der Nägel 
− + + − − 
Chilblain-Läsionen an 
den Oberschenkeln 
+ − + + − 
Abnormale 
Nagelfalzkapillaren 
+ NB a + + + 
ANA b 1:160 1:160 1:160 1:80 − 
anti-C1q − − >200 U/ml 
[<20 U/ml] 
− − 




4.2.2 Genetische Analyse 
Aufgrund des klinischen Bildes eines familiären Chilblain Lupus wurde die Familie zunächst 
auf Mutationen in TREX1 und SAMHD1 untersucht. Nachdem Mutationen in diesen Genen 
ausgeschlossen waren, wurde bei den Individuen I.1, II.1, II.2, II.3, III.1, III.3, III.4 eine 
Exomsequenzierung durchgeführt. Um exomweite Segregationsanalysen zu ermöglichen, 
wurden neben den erkrankten Familienmitgliedern der Familie 1 zusätzlich weitere gesunde 
Familienangehörige in die Exomsequenzierung eingeschlossen.  
Da die Stammbaumanalyse der Familie 1 (Abbildung 4.3) auf einen autosomal dominanten 
Erbgang hinwies, wurden die gefundenen Varianten der Exomsequenzierung entsprechend 
des erwarteten Segregationsmusters gefiltert. Es wurden folglich nur Varianten betrachtet, 
welche bei den Patienten heterozygot vorlagen, während die gesunden Familienmitglieder 
homozygot bezüglich der Referenz sein sollten. Die Anzahl der zu bewertenden Varianten 
wurde auf diese Weise bereits im Vorfeld der Interpretation stark eingeschränkt. Aufgrund 
der Seltenheit der Erkrankung wurden die gefundenen Sequenzveränderungen zudem 
entsprechend ihrer globalen Minor allele frequency (MAF) gefiltert [Variant Effect Predictor, 
(McLaren et al., 2010)]. Die Häufigkeit der Sequenzänderungen innerhalb verschiedener 
Ethnien wurde auf Grundlage der Datenbanken des NHLBI Exome Sequencing Projects 
sowie des Exome Aggregation Consortiums (ExAC) beurteilt, wobei ein Schwellenwert von 
einer MAF < 2 % gesetzt wurde, wodurch sich eine weitere Reduktion der zu analysierenden 
Varianten von 680 auf 193 ergab (Abbildung 4.6). 
 
Abbildung 4.6: Spektrum der detektierten Gen-Varianten in Familie 1. Nach erfolgter 
Prozessierung der Daten und der Filterung gemäß des Segregationsmusters (I.1, II.1, II.2: 
heterozygot; II.3, III.1, III.3, III.4: homozygot bezüglich der Referenz) sowie einer MAF < 2 % ergeben 
sich 193 Varianten, darunter 88 % Missense-Varianten und 13 % synonyme Varianten. [Variant Effect 




Die verbliebenen Varianten wurden anschließend unter den Gesichtspunkten Konsequenz 
der Genveränderung auf Proteinebene und krankheitsverursachendes Potential, priorisiert 
und schließlich zwei potentiell kausale Gene ermittelt (Tabelle 4.2). Die bioinformatische 
Analyse erfolgte mit den Vorhersageprogrammen MutationTaster2 (Schwarz et al., 2014) 
und PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010). 
 
Tabelle 4.2: Potentiell krankheitsrelevante Genveränderungen der Familie 1.  





c.497G>A, p.G166E  probably damaging disease causing 
BCL11B 
NM_022898.2: chr14:99641210; 
c.1750G>T, p.G580W possibly damaging disease causing 
BCL11B 
NM_022898.2: chr14:99641221; 
c.1739T>C, p.V584A possibly damaging disease causing 
 
 
4.2.2.1 Identifizierung einer Mutation in STING 
Aufgrund seiner bisher bekannten Funktion wurde die identifizierte Variante im Gen 
TMEM173, welches das Transmembranprotein STING codiert, als plausibelstes 
Kandidatengen identifiziert. Diese Genveränderung war in keiner der verwendeten 
Datenbanken annotiert und konnte auch in 200 deutschen Kontrollproben nicht 
nachgewiesen werden. Die gezielte Sanger-Sequenzierung weiterer Familienmitglieder (III.2, 
III.5, IV.3, IV.4, IV.5, IV.6) ergab eine vollständige Segregation der Genvariante mit dem 
Phänotyp des Chilblain Lupus in Familie 1 (Abbildung 4.7 A). Die identifizierte STING-
Mutation Gly166Glu (G166E) befindet sich im Exon 5, innerhalb des Dimerinterface des 




Abbildung 4.7: Heterozygote Mutation G166E im Gen TMEM173 bei Familie 1. Die in der 
Familie 1 identifizierte Mutation betrifft das Transmembranprotein STING. Sequenzausschnitt eines 
gesunden Familienmitglieds (Wildtyp, WT) und eines Mutationsträgers (Gly166Glu) (A). Lokalisation 
der Mutation in der Dimerisierungsdomäne von STING (B). 
 
Ein multiples Sequenzalignment ergab, dass die Region in welcher sich die G166E-Mutation 
befindet, hochkonserviert ist. Es zeigte sich dabei eine 100 %-ige Übereinstimmung des 
Glycins an Position 166 in allen 11 untersuchten Spezies, darunter phylogenetisch weit 
entfernte Organismen wie der Krallenfrosch (Xenopus tropicalis) oder der Zebrafisch (Danio 
rerio) (Abbildung 4.8). 
 
Abbildung 4.8: Multiples Sequenzalignment von STING. Die Mutation G166E (Pfeil) befindet 
sich in einer hochkonservierten Region innerhalb des Dimerinterface von STING. Die Nummerierung 
entspricht der Sequenz des humanen STING. Peptidsequenzen der STING-Homologe wurden der 
Datenbank des National center for biotechnology information entnommen. Das Sequenzalignment 
erfolgte mittels hierarchischem Clustering (Corpet, 1988). Die hochkonservierten (mindestens 90 % 
Übereinstimmung) Bereiche sind in Rot, die niedrigkonservierten (weniger als 50 % Übereinstimmung) 





Carboxy-terminal tail Domäne 
1                     155         180              340  379 166
C A T C G G A T A 
T C 
WT Gly166Glu 




     141             190 
Homo sapiens  PAEISAVCEK GNFNVAHGLA WSYYIGYLRL ILPELQARIR TYNQHYNNLL 
Pan troglodytes  PAEISAVCEK GNFNVAHGLA WSYYIGYLRL ILPELQARIR TYNQHYNNLL 
Macaca mulatta    PAEISAVCEK GNFNVAHGLA WSYYIGYLRL ILPGLQARIQ TYNQHYNNLL 
Canis lupus fam.  PAEVSAVCEK RNFNVAHGLA WSYFIGYLRL ILPGLPARIQ AL...HNNML 
Bos taurus   PAEVSAICEK RNFNVAHGLA WSYYIGYLRL ILPGLPARIQ IYNQFHNNTL 
Sus scrofa   PAEVSAICEK RNFNVAHGLA WSYYIGYLRL ILPGLRARIQ AYNQRHKNVL 
Mus musculus  PAEVSAVCEE KKLNVAHGLA WSYYIGYLRL ILPGLQARIR MFNQLHNNML 
Rattus norvegicus PAEVSAVCEE KNFNVAHGLA WSYYIGYLKL ILPGLQARIR MFNQLHNNML 
Gallus gallus  AVEVSELTES SKKNVAHGLA WSYYIGYLKV VLPRLKECME EISRTNPMLR 
Xenopus trop.  PATISEITEI KQLNVAHGLA WSYYVGYLQF VLPALKESIQ KFNEENHNLL 
Danio rerio  PVEISEICEA KKMNVAHGLA WSFYIGYLKF LLPALEVNVR EYSRRER... 
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4.2.3 Strukturanalysen der STING-Mutante G166E 
Um den Auswirkungen der Mutation G166E auf Proteinebene näher auf den Grund zu 
gehen, wurden vergleichende Strukturanalysen durchgeführt. Dazu wurde auf Basis der 
Kristallstruktur des humanen STING-Proteins (Shu et al., 2012), mit Hilfe von Homologie-
Modellierung und nachfolgender Docking-Simulationen (3.2.22.1 und 3.2.22.2), ein 
Strukturmodell der G166E-Mutante sowie deren Dimerinterface simuliert (Abbildung 4.9 B). 
Im Zuge der Docking-Simulationen wurden die Aminosäuren Glutaminsäure 166 und 
Threonin 263 als aktive Aminosäuren definiert, welche in ambivalente 
Interaktionsbeschränkungen involviert sind. Die Auswertung des so generierten 
Strukturmodells ergab, dass die vorliegende Substitution G166E in der Ausbildung von vier 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Glutaminsäureresten an Position 166 eines 
jeden Monomers und den zwei Aminosäureresten, Threonin 263 und Threonin 267, des 
jeweiligen kontralateralen Monomers resultiert. Diese intermolekularen Kräfte waren im 
Wildtyp-Protein nicht vorhanden (Abbildung 4.9 A). Dies ließ vermuten, dass die durch die 
Mutation bedingten zusätzlichen Wasserstoffbrückenbindungen innerhalb des Homodimers 




Abbildung 4.9: Strukturmodelle der Homodimere von Wildtyp- und mutiertem STING. Mittels 
Docking-Simulationen konnte gezeigt werden, dass in dem mutierten STING-Protein (B) der 
Austausch von Glycin (Gly) zu Glutaminsäure (Glu) an Position 166 in der Ausbildung von zwei Paar 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der Glu 166 eines Monomers und den zwei 
Aminosäureresten, Threonin (Thr) 263 und Thr 267, des jeweiligen kontralateralen Monomers 
resultiert. Diese intermolekularen polaren Interaktionen sind im Wildtyp (A) nicht existent. 
 
Darüber hinaus ergab die Analyse der polaren und unpolaren Interaktionen entlang der 
Dimerkontaktfläche mittels LigPlot+, dass die G166E-Mutation weitere strukturelle 
Veränderungen im STING-Homodimer induziert, die zur Etablierung von 12 zusätzlichen 
Wasserstoffbrückenbindungen entlang der Kontaktfläche des Homodimers beitragen 
(Abbildung 4.10 A). Im Gegensatz dazu besteht das Dimerinterface des Wildtyp-Proteins 
(Abbildung 4.10 B) ausschließlich aus unpolaren Interaktionen (Ouyang et al., 2012). Die 
Mutation G166E führt mithin zur Ausbildung multipler polarer Interaktionen, welche im 
Wildtyp-Protein nicht vorliegen. Diese strukturellen Veränderungen bewirken eine 
Vergrößerung der intermonomeren Kontaktfläche und damit eine Stabilisierung des STING-
Dimers. Die Simulation der Strukturveränderungen, welche sich aus der in Familie 1 
identifizierten Mutation G166E ergeben, lässt somit eine konstitutive Aktivierung des 







Abbildung 4.10: Modell des Dimerinterface der G166E-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Ein 
zweidimensionaler LigPlot+ zeigt, dass es bei der Mutante G166E (A), ausgehend von der Mutation 
an Position 166, zur Ausbildung von 12 zusätzlichen Wasserstoffbrückenbindungen entlang des 
Dimerinterface des mutierten Proteins kommt, während das Dimerinterface von Wildtyp-STING (B) nur 
aus non-polaren Interaktionen besteht. 
 
4.2.4 Die STING-Mutation G166E resultiert in einer konstitutiven Typ-1-
IFN-Aktivierung 
Aufgrund zahlreicher kristallographischer Analysen des STING-Proteins ist bekannt, dass die 
lange Helix α1 von grundlegender funktioneller Bedeutung ist. So ist sie an der Bildung des 
Dimerinterface beteiligt, welches diverse Interaktionen vermittelt. Es konnte gezeigt werden, 
dass die α1-Helix entlang ihrer helikalen Achse am Prolin 173 sowie am Glycin 166 gebogen 
ist. Die Aminosäure 166 ist demnach ein entscheidender Faktor in der Struktur des Proteins. 
Des Weiteren haben Simulationen der identifizierten Mutation G166E ergeben, dass sich 
durch den Austausch der Aminosäure Glycin durch Glutaminsäure eine Vielzahl polarer 
Interaktionen ergeben, welche zu einer erhöhten Stabilität des Dimers führen. Die Bindung 
des sekundären Botenstoffs cGAMP führt zu einer Konformationsänderung des Homodimers 
hin zu einer geschlossenen und dichteren Struktur. Das Protein wird dadurch in einen 
aktiven Zustand versetzt, wodurch eine Signalkaskade in Gang gesetzt wird, welche in der 
transkriptionellen Aktivierung von Typ-1-IFN sowie anderer inflammatorischer Gene 
resultiert. 
  
4.2.4.1 In vivo Untersuchungen 
In Anbetracht der beschriebenen Zusammenhänge wurden die Patienten der Familie 1 auf 
Anzeichen einer konstitutiven Typ-1-IFN-Aktivierung untersucht und die IFN-Signatur 





Gens sowie der ISGs, IFIT1, ISG15, RSAD2, SIGLEC1, IFI44 und IFI44L, untersucht. Neben 
den Patienten wurden außerdem Blutproben der gesunden Familienmitglieder analysiert und 
als Vergleichsgruppe herangezogen. 
Die Analyse der Expression von IFNB sowie der getesteten ISGs zeigte in den untersuchten 
Genen eine erhöhte Expression in der Patientengruppe, nicht jedoch bei den gesunden 
Familienmitgliedern (Abbildung 4.11). Es ist folglich auf eine konstitutive Typ-1-IFN-
Aktivierung zu schließen. 
 
Abbildung 4.11: Analyse der Typ-1-IFN-Signatur in Familie 1. Mit Hilfe der quantitativen Real-
time PCR wurde die Expression des IFNB-Gens sowie sieben ISGs in peripheren Blutzellen der 
Patienten (Pat) und der gesunden Familienmitglieder (Ko) untersucht. Es zeigt sich dabei eine erhöhte 
Expression der Typ-1-IFN in der Mehrheit der Patienten, während die gesunden Familienmitglieder 
überwiegend keine gesteigerte Expression aufweisen. Alle Proben liefen mindestens im Triplikat. 




4.2.4.2 In vitro Untersuchungen 
Mit dem Ziel weitere Effekte der bisher nicht beschriebenen Mutation G166E auf die Typ-1-
IFN-Achse zu analysieren, wurde ein artifizielles Expressionsmodell etabliert. Dazu wurde 
das humane STING-Protein transient in HEK293T-Zellen, welche kein STING exprimieren, 
transfiziert. Neben dem Wildtyp-Protein und der Mutante G166E wurde als Kontrolle die 
* * n.s. ** ** ** * ** 
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Mutante N154S transfiziert. Hierbei handelt es sich um eine aktivierende STING-Mutation, 
die bei Patienten mit SAVI-Erkrankung beschrieben wurde (Liu et al., 2014). Die 
transfizierten Zellen wurden in Stimulationsversuchen mit dem sekundären Botenstoff 
cGAMP stimuliert und anschließend in verschiedenen Assays weiterführend untersucht. 
Mit Hilfe eines IFN-β Reporter Assays, unter der Verwendung von HEK Blue™ IFN-α/β 
Zellen, konnte die IFN-β-Produktion der transfizierten Zellen ermittelt werden. Dabei wurde 
deutlich, dass die Zellen mit den Mutanten G166E und N154S eine signifikant erhöhte 
Basalaktivität zeigten und eine Stimulation mit cGAMP nahezu keine weitere IFN-β-
Aktivierung induzierte. Die Wildtyp-Zellen hingegen wiesen eine deutlich geringere basale 
Produktion an IFN-β auf, welche jedoch durch die Stimulation mit cGAMP getriggert werden 
konnte (Abbildung 4.12 A). 
Abbildung 4.12: Die Mutante G166E führt zu einer konstitutiven Typ-1-IFN-Aktivierung. Der 
IFN-β Reporter Assay zeigt eine erhöhte Produktion von IFN-β in Zellen, die die STING-Mutanten 
G166E und N154S exprimieren. Nach Stimulation mit dem Liganden cGAMP ist nur in Zellen, die 
Wildtyp-STING exprimieren, eine signifikante Zunahme der Konzentration an IFN-β zu verzeichnen. 
***P < 0,001, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (A). Die Western Blot-Analyse von transfizierten 
HEK293T-Zellen zeigt einen deutlich stärkeren Grad der Phosphorylierung von IRF3 für die Mutanten 
G166E und N154S und zwar bereits in Abwesenheit des Liganden cGAMP. Als Ladekontrolle wurde 
GAPDH mitgeführt (B). 
 
Mittels Western Blot-Analyse konnte weiterführend gezeigt werden, dass die cGAMP-
Stimulation in Wildtyp-STING exprimierenden Zellen zu einer erhöhten Phosphorylierung des 
Transkriptionsfaktors IRF3 führte, woraus eine Aktivierung von Typ-1-IFN resultiert. Die 











zwar eine starke basale Aktivierung, aber kein Ansprechen auf die Stimulation mit dem 
natürlichen Liganden. Es wurde des Weiteren deutlich, dass das Ausmaß der Aktivierung in 
Zellen, welche die SAVI-assoziierte Mutante exprimieren über dem der G166E 
exprimierenden Zellen lag (Abbildung 4.12 B). Diese Beobachtungen legen nahe, dass es 
sich bei der Mutante G166E um eine Gain-of-function Mutation handelt. 
 
4.2.5 Die Behandlung von Patienten mit Tofacitinib bewirkt eine 
Suppression der Typ-1-IFN-Signatur 
Die Synthese und Freisetzung von IFN-β resultiert in der Bindung dieses Typ-1-IFN an 
seinen Rezeptor IFNAR, was zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges führt. Dabei 
kommt es durch die Aktivierung von JAK1 und TYK2 zu einer Phosphorylierung des IFNAR, 
was wiederum in der Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 mündet. Diese bilden 
daraufhin ein Dimer und translozieren in den Nukleus, wo sie die Transkription von ISGs 
triggern. IFN-β führt demzufolge zu einer Aufregulation von STING sowie anderer 
inflammationsassoziierter Gene in einer positiven Feedbackschleife. 
JAK-Inhibitoren können unter anderem in die Signalkaskade der Januskinasen JAK1 und 
TYR2 negativ regulierend eingreifen (O’Shea et al., 2015). Zu dieser Klasse der 
Immunmodulatoren gehört der Wirkstoff Tofacitinib, welcher einen potenten Inhibitor von 
JAK1/2/3 sowie TYK2 darstellt (Roskoski, 2016). Tofacitinib ist seit 2012 von der Food and 
drug administration (FDA) für die Behandlung der rheumatoiden Arthritis zugelassen 
(Fleischmann et al., 2012; van Vollenhoven et al., 2012). In Europa ist dieser Wirkstoff in 
Russland und in der Schweiz zugelassen. Es konnte bisher gezeigt werden, dass JAK-
Inhibitoren kutane Symptome einer Dermatomyositis und eines sporadischen Chilblain Lupus 
günstig beeinflussen (Hornung et al., 2014; Liu et al., 2014; Wenzel et al., 2016). Zudem 
wurde in isolierten Zellen von Patienten mit SAVI in vitro beobachtet, dass die Behandlung 
mit den JAK-Inhibitoren Ruxolitinib, Tofacitinib und Baricitinib die konstitutive STAT1-
Phosphorylierung unterbindet und mithin eine Suppression der Typ-1-IFN-Aktivierung 
bewirken kann (Liu et al., 2014). 
In Anbetracht der chronischen Aktivierung von Typ-1-IFN bei den Patienten der Familie 1, 
wurde im Rahmen eines individuellen Heilversuches ein Behandlungsversuch mit dem JAK-
Inhibitor Tofacitinib durchgeführt. Dazu wurden zwei betroffene Individuen (II.1 und II.2) über 
einen Zeitraum von 17 Tagen mit einer oralen Dosis von 5 mg, zweimal täglich therapiert. 
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Den Patienten wurde direkt im Vorfeld der Behandlung eine Blutprobe entnommen und eine 
weitere am 14. Behandlungstag, 3 h nach der Einnahme der ersten Tagesdosis Tofacitinib. 
Die Patienten zeigten vor Beginn der Behandlung mit Tofacitinib eine erhöhte Expression der 
ISGs IFIT1, ISG15, RSAD2 und SIGLEC1 in peripheren mononukleären Zellen. Außerdem 
wiesen beide Patienten auch eine signifikant erhöhte Expression des IFNB-Gens auf. Bereits 
14 Tage nach Beginn der Therapie mit Tofacitinib konnte eine deutliche Abnahme der IFN-
Signatur nachgewiesen werden (Abbildung 4.13). Zudem berichteten die Patienten subjektiv 
über verminderte Schmerzen, was als Rückgang der Ischämie gewertet wurde. Diese 
Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass eine kurzfristige Therapie mit Tofacitinib eine 
Verminderung der konstitutiven Typ-1-IFN-Aktivierung bei Patienten mit aktivierender 
STING-Mutation induzieren kann. 
 
Abbildung 4.13: Der JAK-Inhibitor Tofacitinib induziert in vivo eine Suppression der IFN-
Signatur. Die Patienten II.1 und II.2 wurden über einen Zeitraum von 17 Tagen mit einer Dosis von 
10 mg pro Tag, separiert in zwei Einzeldosen zu je 5 mg, therapiert. Vor Beginn der Behandlung 
sowie nach 14 Tagen Behandlungsdauer wurden Blutproben entnommen. Mittels quantitativer Real-
time PCR wurde die Expression von IFNB sowie der ISGs IFIT1, ISG15, RSAD2 und SIGLEC1 
bestimmt. Es kann eine verminderte IFN-Signatur nachgewiesen werden, was auf eine effektive 
Inhibition der Typ-1-IFN-Aktivierung hindeutet. **P < 0,01; ***P < 0,001, Student´s t-Test. 
  
 
*** ** *** ** *** 
*** *** 
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4.3 FAMILIE 2 
4.3.1 Phänotypische Charakteristika der untersuchten Patienten 
Die Eltern der hier untersuchten Patienten sind konsanguin und stammen aus dem Libanon. 
Fünf von sieben Kindern der Familie 2 sind erkrankt, während beide Eltern gesund sind 
(Abbildung 4.14). Das klinische Bild der erkrankten Kinder legte zunächst den Verdacht auf 
ein AGS nahe. So boten die Patienten bereits in den ersten Lebenstagen Symptome einer 
Enzephalopathie mit zerebralen Krampfanfällen. Neben einer hochgradig auffälligen 
Elektroenzephalografie ließen sich in der Bildgebung Verkalkungen im Bereich der 
Basalganglien sowie eine Hypoplasie des Kleinhirns nachweisen. Des Weiteren litten die 
Patienten an einer muskulären Hypotonie sowie an einer Kardiomyopathie mit ausgeprägter 
systolischer Funktionsstörung. Zudem lag bei einigen Erkrankten ein intrakardialer Links-
Rechts-Shunt vor. Ausdruck der muskulären Beeinträchtigung waren auch eine 
Gastroparese und eine beatmungspflichtige respiratorische Insuffizienz. Im Zuge einer 
umfangreichen diagnostischen Abklärung konnten keine Infektionen nachgewiesen werden. 
Die Untersuchung des IFN-α-Spiegels im Liquor der Patienten II.2 und II.3 ergab mit 
37 U.I./ml bzw. 75 U.I./ml einen deutlich erhöhten Wert (Referenz ≤ 2 U.I./ml). Eine 
Muskelbiopsie des Patienten II.2 ergab eine stark reduzierte mitochondriale 
energiegenerierende Kapazität in Gegenwart normaler Atmungskettenenzyme sowie eine 
leicht verminderte Aktivität der Pyruvatdehydrogenase. Weitere metabolische 
Untersuchungen wie die Analysen der Aminosäuren, der überlangkettigen Fettsäuren und 
der Phytansäure im Serum des Patienten II.2 blieben unauffällig. Die betroffenen Kinder 
verstarben im Alter von 2 Wochen bis 3 Monaten an kardiologischen bzw. respiratorischen 
Komplikationen. 
 
Abbildung 4.14: Stammbaum Familie 2. Die Patienten sind Kinder konsanguiner Eltern, welche 
aus dem Libanon stammen. Neben zwei gesunden Kindern sind fünf Kinder der gesunden Eltern 
erkrankt. Quadrate kennzeichnen männliche und Kreise weibliche Familienmitglieder, wobei gefüllte 




4.3.2 Genetische Analyse 
Die Familienanamnese ergab, dass die Väter der Eltern (I.1, I.2) der erkrankten Kinder 
Brüder sind, sodass ein Verwandtschaftsverhältnis von Cousin und Cousine ersten Grades 
vorliegt. Auch die Eltern der Eltern sind Cousin und Cousine ersten Grades. Mütterlicherseits 
ist ein Neffe im Alter von 1,5 Jahren an einer unklaren konnatalen Behinderung verstorben. 
Weitere Familienmitglieder mit einer metabolischen oder neuromuskulären Erkrankung 
waren nicht bekannt. 
Da die vorliegende Symptomkonstellation einer frühkindlichen Enzephalopathie mit erhöhtem 
IFN-α im Liquor für ein AGS sprach, wurden die Patienten mittels spezifischer Sanger-
Sequenzierung zunächst auf Mutationen in den bisher bekannten AGS-Genen untersucht 
(Tabelle 1.1), ohne dass jedoch eine ursächliche Mutation identifiziert werden konnte. Auch 
Mutationen in den Genen Survival of motor neuron 1 und 2 (SMN1 und SMN2) wurden 
ausgeschlossen (II.2). Grobstrukturelle chromosomale Veränderungen oder größere 
Deletionen oder Insertionen lagen ebenfalls nicht vor, was eine Chromosomenanalyse des 
Patienten II.2 sowie eine Array-CGH-Analyse des Patienten II.3 zeigten. In Anbetracht dieser 
Datenlage wurde bei den Individuen I.1, I.2, II.1, II.3, II.4, II.5, II.6, II.7 schließlich eine 
Exomsequenzierung durchgeführt. 
Da die Stammbaumkonstellation einen rezessiven Erbgang vermuten ließ, wurden die 
gefundenen Varianten der Exomsequenzierung entsprechend dieses Segregationsmusters 
gefiltert. Demnach wurden lediglich solche Varianten betrachtet, welche bei den Patienten 
homozygot vorliegen, während die gesunden Geschwister entweder heterozygot oder 
homozygot bezüglich der Referenz sind und die Eltern die entsprechende Variante jeweils 
heterozygot aufweisen. Unter Einbezug der Seltenheit des vorliegenden Phänotyps wurden 
die gefundenen Sequenzänderungen zudem nach der globalen MAF mit einem 
Schwellenwert von < 2 % gefiltert [varbank Köln und Variant Effect Predictor, (McLaren et al., 
2010)]. Es zeigte sich dabei jedoch, dass unter den gewählten Filterbedingungen im Rahmen 
der Exomsequenzierung keine Genvariante gefunden werden konnte, die mit der Erkrankung 
segregierte. 
Um der Frage nachzugehen, ob eine homozygote Deletion eines oder mehrerer Exone als 
Krankheitsursache in Frage kam, wurden die Daten der Exomsequenzierung der erkrankten 
Kinder II.5 und II.6 sowie des gesunden Geschwisterkinds II.4 auf Kopienzahlvariationen 
untersucht. Hierfür wurden die Daten der Exomsequenzierung dieser Familienmitglieder 
zunächst dem Referenzgenom (ENSEMBL hg19) zugeordnet. Anschließend erfolgte eine 
Copy number variation (CNV) Analyse, wobei die Parameter so gewählt wurden, dass 
vollständige Verluste von Targetregionen auf beiden Allelen gefiltert werden konnten. 
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Aufgrund der niedrigschwelligen Parameter ergaben sich pro Proband >100.000 auffällige 
Stellen. Die so gefilterten Datensätze der drei Probanden wurden schließlich fusioniert und 
die erhaltenen Kandidatenregionen auf den vollständigen Verlust eines Exons überprüft, den 
beide Erkrankten gemeinsam haben, bei dem gesunden Geschwisterkind allerdings nicht 
nachweisbar war. Es konnte im Zuge dieser Analyse jedoch keine entsprechende Region 
identifiziert werden (Tabelle 4.3). Zusammenfassend konnte mit der Exomanalyse bei der 
Familie 2 keine ursächliche Genvariante identifiziert werden, die mit der Erkrankung 
segregierte. 
 
Tabelle 4.3: Parametereinstellungen zur Filterung der Exomsequenzierungsdaten mittels 
Copy number variation Analyse.  
KRITERIUM FILTEREINSTELLUNG 
Threshold for significance 0,5 
Minimum fold change, absolute value 1,4 
Low coverage cutoff 30 
Graining level for the prediction of CNV regions Intermediate 
Enhance single-target sensitivity yes 
Ignore non-specific matches yes 




4.3.3 Interferon-β und Interferon-stimulierte Gene in Fibroblasten 
Da die klinischen Befunde der Patienten der Familie 2 das Vorliegen einer Typ-1-
Interferonopathie annehmen ließen, wurde biologisches Material der Patienten II.3 und II.7 
hinsichtlich der Expression von IFN-β sowie der IFN-Signatur untersucht, um eine 
intrinsische IFN-Aktivierung nachzuweisen. Aufgrund des sehr jungen Versterbealters der 
betroffenen Individuen konnte keine Blutentnahme mehr stattfinden, sodass 
Fibroblastenkulturen angelegt worden sind und die Experimente mit Hilfe dieser Zellen 
durchgeführt wurden. Die Bestimmung der IFN-Signatur ergab, dass bei den beiden 
untersuchten Patienten keine bzw. lediglich eine minimal erhöhte IFN-Signatur vorlag 
(Abbildung 4.15). Im Einklang mit dieser Beobachtung zeigte der IFN-β Reporter Assay in 
den Patientenfibroblasten auch keine erhöhte Basalaktivität im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. 
Um der Frage nachzugehen, ob eine unterschwellige Typ-1-IFN-Aktivierung bzw. eine 
erhöhte Typ-1-IFN-abhängige Sensitivität in Patientenzellen vorliegen könnte, wurden die 
Fibroblasten mit Typ-1-IFN-aktivierenden Faktoren stimuliert und hinsichtlich ihrer Typ-1-IFN-
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Produktion untersucht. Die Stimulation von Patientenfibroblasten mit dem synthetischen 
dsRNA Analogon Poly(I:C), welches experimentell als Immunstimulator eine virale Infektion 
simuliert, zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Produktion von IFN-β im Vergleich 
zu Wildtyp-Zellen (Abbildung 4.16). Diese Ergebnisse sprechen somit nicht für das Vorliegen 
einer konstitutiven zellintrinsischen Typ-1-IFN-Aktvierung bei den Patienten und legen die 
Vermutung nahe, dass es sich bei der bisher unbekannten Erkrankung der Familie 2 nicht 
um eine Typ-1-Interferonopathie handelt. 
 
Abbildung 4.15: IFN-Signatur in Fibroblasten der Familie 2. Gezeigt ist die relative Expression 
der ISGs IFIT1, ISG15, RSAD2, SIGLEC1, IFI44 und IFI44L, in Fibroblastenzellen der Patienten II.3 
und II.7, normalisiert auf Wildtyp-Fibroblasten (n=4). Die mittels quantitativer Real-time PCR 




Abbildung 4.16: Produktion von IFN-β in Patientenfibroblasten. Die Zellen der Patienten II.3 und 
II.7 sowie Wildtyp (WT)-Fibroblasten wurden hinsichtlich der IFN-β-Konzentration im Zellkulturmedium 
vor und nach Stimulation mit Poly(I:C) untersucht. Die basale Typ-1-IFN-Produktion ist bei Patienten- 
und Wildtyp-Zellen nahezu identisch. Nach Stimulation mit Poly(I:C) lässt sich eine erheblich 
gesteigerte IFN-β-Konzentration nachweisen, die sich jedoch nicht zwischen Patienten- und Wildtyp-







Um zu untersuchen, ob in der Familie 2 eine Mutation in Genombereichen vorliegen könnte, 
die nicht durch die Exomanalyse abgedeckt wurde, sich jedoch auf die Genexpression 
auswirken könnte, wurden Expressionsprofile erstellt. Vorrangiges Ziel war es hierbei, nach 
fehlenden oder fehlgespleißten Transkripten zu suchen. Des Weiteren sollten mit Hilfe der 
Expressionsprofile Veränderungen in biologischen Prozessen aufgedeckt werden, die 
möglicherweise infolge der Mutation entstehen und somit einen Hinweis auf den genetischen 
Ursprung respektive die Pathogenese liefern können. Dazu wurde eine genomweite RNA-
Sequenzierung unter Verwendung von Fibroblasten-RNA der Patienten II.3 und II.7 sowie 
zweier Wildtypen durchgeführt und anschließend eine vergleichende Transkriptomanalyse 
erstellt.  
Im Vorfeld der bioinformatischen Analysen wurden die getrimmten Rohdaten der Wildtypen 
und der Patienten in jeweils zwei Datensets vereinigt, um eine höhere Abdeckung der 
Zielregionen zu erreichen und den Einfluss individueller Expressionsunterschiede zu 
minimieren. Das Mapping der fusionierten Rohdaten mit Bowtie2 und TopHat2 ergab sowohl 
für das Datenset der Wildtypen als auch der Patienten eine erfolgreiche Zuordnung von 
88,1 % respektive 88,8 % der Reads zum Referenzgenom (ENSEMBL hg19). Lediglich ca. 
1,1 % der Reads zeigte dabei ein mehrfaches Alignment (Tabelle 4.4). Ein solches multiples 
Alignment ist mit der Existenz von Pseudogenen sowie genomischen und segmentalen 
Repeats zu erklären. Die RNA-Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Paired-end 
Sequenzierung, weshalb für jede Targetregion je zwei korrespondierende Alignments 
angenommen werden, welche in einer bestimmten Orientierung und Entfernung zueinander 
vorliegen. Alignment-Paarungen, welche diese Kriterien erfüllen, werden als konkordant 
bezeichnet. Im Falle einer Paarung, bei welcher zwar einzelne Alignments vorhanden sind, 
deren Orientierung jedoch nicht komplementär und somit inkorrekt ist und/oder deren 
Entfernung voneinander nicht den Paired-end Erwartungen entspricht, wird von einer 
diskordanten Paarung gesprochen. Diskordante Alignments sind beispielsweise von 
Interesse, um Strukturvarianten zu identifizieren (Langmead et al., 2009). Die analysierten 
Datensets ergaben bei den Wildtypen 80,9 % konkordante und 0,8 % diskordante 
Alignments und bei den Patienten 81,5 % konkordante und 1 % diskordante Alignments 
(Tabelle 4.4). Mit Hilfe des Programms Cuffdiff2 wurden die normalisierten Sequenzdaten in 
Form von FPKM-Werten sowie die relativen Expressionsunterschiede (Fold change) 




Tabelle 4.4: Zusammenfassung des Alignments der RNA-Sequenzierungsdaten. Nach der 
Eliminierung von Adaptersequenzen, Kontaminationen und Reads mit niedriger Qualität wurden die 
Datensets zweier Wildtypen (WT) und der Patienten II.3 und II.7 vereinigt und ein Alignment mit dem 
Referenzgenom (ENSEMBL hg19) durchgeführt. 
WT   
Left Reads  
Input: 81074164 
Mapped: 72008513 (88,8 % des Inputs) 
multiple Alignments: 831373 (1,2 % der mapped Reads) 








Right Reads  
Input: 81074164 
Mapped: 70849953 (87,4 % des Inputs) 
multiple Alignments: 812041 (1,1 % der mapped Reads) 
 (davon haben 2803>20) 
Aligned pairs 
66144138 
multiple Alignments: 750317 ( 1,1 % der aligned pairs) 
konkordante Alignments: 53510608 (80,9 %) 
diskordante Alignments: 750317 ( 1,1%) 
 
PATIENT   
Left Reads  
Input: 80569026 
Mapped: 71977044 (89,3 % des Inputs) 
multiple Alignments: 778290 (1,1 % der mapped Reads) 






            88, 8 % 
Right Reads  
Input: 80569026 
Mapped: 71093216 (88,2 % des Inputs) 
multiple Alignments: 764297 ( 1,1 % der mapped Reads) 
(davon haben 2786>20) 
Aligned pairs 
66320246 
multiple Alignments: 708255 ( 1,1 % der aligned pairs) 
konkordante Alignments: 577228 (81,5 %) 
diskordante Alignments: 636612 ( 1 %) 
 
 
Um differentiell exprimierte Gene zu identifizieren, wurden die Daten gefiltert und lediglich 
Gene mit einem Fold change von ≤ −3 bzw. ≥ 3 in die Analyse eingeschlossen. Um die 
Resultate nicht durch unverhältnismäßig hohe Fold changes, bedingt durch minimale 
Expressionsunterschiede im Bereich von FPKM = 0–1, zu verzerren, wurden Gene deren 
FPKM-Wert sowohl bei den Wildtypen als auch den Patienten < 1 war eliminiert. Dabei ergab 
sich eine Anzahl von 1204 differentiell exprimierter Gene. Die Erstellung der Heatmap 
erfolgte mit Hilfe des Programms RStudio (RStudio team, 2015). Hierbei wurden die 
log2FPKM+1-Werte einem hierarchischen Clustering unterzogen, wobei niedrig exprimierte 
Gene in Blau dargestellt sind, Gene mit einer mittleren Expression in Weiß und Gene, 
welche eine hohe Expression aufweisen, in Rot dargestellt sind. Es ist zu erkennen, dass 
sich die Patienten in ihrem Expressionsprofil nicht maßgeblich von dem der Wildtypen 
unterscheiden (Abbildung 4.17). 
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Abbildung 4.17: Genomweite Transkriptomanalyse. Dargestellt ist eine vergleichende 
Transkriptomanalyse von Fibroblasten der Patienten II.3 und II.7 sowie zwei Wildtypen (WT) in Form 
einer Heatmap. Nach einem hierarchischen Clustering wurden Gene mit einem mindestens dreifachen 
relativen Expressionsunterschied zwischen Patienten und Wildtypen ermittelt. Gezeigt sind die 
log2FPKM+1-Werte mit einem Farbverlauf von niedrig exprimierten Genen (blau) über Gene mit 
mittlerer Expression (weiß) bis hin zu hoch exprimierten Genen (rot). Die Farbskala zeigt zudem eine 





Um die vorhandenen Unterschiede in den Expressionsprofilen der Patienten im Vergleich zu 
den Wildtyp-Kontrollen eingehender zu betrachten, wurden die differentiell exprimierten 
Gene anschließend mit Gen-Panels von verschiedenen zellulären Prozessen manuell 
verglichen (Abbildung 4.18). Betrachtet wurden dabei die Prozesse des Aminosäure-
Metabolismus (168 Gene), Glucose-Metabolismus (84 Gene), Neurotransmitter Rezeptoren 
und Regulatoren (84 Gene), zelluläre Seneszenz (82 Gene), Zellzyklus (92 Gene), DNA-
Schadensantwort und DNA-Reparatur (189 Gene) sowie immunologische Prozesse (574 
Gene) (Anhang 4). Die Zusammenstellung der Gene wurde kommerziellen Panels 
entnommen (Aminosäure-Metabolismus, Glucose-Metabolismus, Neurotransmitter 
Rezeptoren und Regulatoren, zelluläre Seneszenz, Zellzyklus: Thermo Fisher Scientific; 
DNA-Schadensantwort und Reparaturprozesse, Immunologie-assoziierten Prozesse: 
NanoString Technologies). Im Zuge dieser Analyse ergaben sich 91 differentiell exprimierte 
Gene. Davon waren 39 Gene, mit log2 Fold changes zwischen 1,5 und 5,5, hochreguliert und 
52 Gene, mit log2 Fold changes zwischen −1,5 und −6,5, runterreguliert. Der größte 
Expressionsunterschied lag bei dem Gen TLR4 vor, das in den Patientenzellen mit einem 
log2 Fold change von −6,5 runterreguliert war. Allerdings lag die Expression dieses Gens in 
beiden Gruppen bei einem FPKM-Wert < 2, sodass TLR4 demnach allgemein nur sehr 
niedrig exprimiert wird. TLR4 ist für die Aktivierung des angeborenen Immunsystems 
verantwortlich und ist demnach den immunologischen Prozessen zuzuordnen. Ebenso wie 
TLR4 waren 83 % der differentiell exprimierten Gene des immunologischen Gen-Panels in 
den Patientenzellen runterreguliert. Auch die Gene der in dieser Arbeit verwendeten IFN-
Signatur, IFIT1, ISG15, RSAD2, SIGLEC1, IFI27, IFI44 und IFI44L, zeigten in den Patienten 
keine maßgeblichen Unterschiede in der Expression im Vergleich zum Wildtyp. Differentiell 
exprimierte Gene des Zellzyklus waren im Vergleich zum Wildtyp hingegen in der 
Gesamtheit hochreguliert. Ebenso wie 80 % der differentiell exprimierten Gene der Prozesse 
DNA-Schadensantwort und DNA-Reparatur. Gene des Glucose-Metabolismus sowie der 
Neurotransmitter Regulatoren und Rezeptoren zeigten dagegen keine 
Expressionsunterschiede. Die Tatsache, dass die Gene, welche in immunologische 
Prozesse involviert sind, mehrheitlich runterreguliert waren, steht im Einklang mit den 
bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit, die die Vermutung nahelegen, dass es sich bei der 
Erkrankung der Familie 2 nicht um eine IFN-assoziierte Erkrankung handeln könnte. 
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Abbildung 4.18: Differentiell exprimierte Gene diverser zellulärer Prozesse. Differentiell 
exprimierte Gene mit einem mindestens dreifachen relativen Expressionsunterschied zwischen 
Patienten und Wildtypen (WT) wurden mit Genen des Aminosäure-Metabolismus (A), der DNA-
Schadensantwort und –Reparatur (B), der zellulären Seneszenz (C), des Zellzyklus (D) sowie 
immunologischer Prozesse (E) verglichen und in Form einer Heatmap visualisiert. Gezeigt sind die 
log2FPKM+1-Werte nach einem hierarchischen Clustering, wobei niedrig exprimierte Gene blau und 























4.3.5 Fehlende Expression der Gene COL6A1 und COL6A2 
Im Rahmen der Transkriptomanalyse wurden die Daten der Cuffdiff2-Analyse auch als 
Scatterplot dargestellt (Abbildung 4.19) (Goff L, Trapnell C and Kelley D, 2013). Bei dieser 
Darstellung repräsentiert jeder Punkt den Expressionswert eines Gens der betrachteten 
Datensätze in einem Koordinatensystem, wobei Punkte entlang der linearen Gerade Gene 
anzeigen, die eine äquivalente Expression in beiden Datensätzen aufweisen. Der Scatterplot 
zeigte, dass die Transkriptionsprofile der Datensätze von Patienten und Wildtypen insgesamt 
eine erhebliche Anzahl an ähnlich exprimierten Genen aufweisen. Auffällig waren jedoch 
zwei Gene, welche in den Wildtyp-Zellen mit FPKM-Werten von 7247 respektive 3148 eine 
sehr hohe Expression aufwiesen, jedoch bei den Patienten praktisch nicht exprimiert waren. 
Bei diesen beiden Genen handelte es sich um die Gene COL6A1 und COL6A2, welche 
gemeinsam mit COL6A3 die drei Kollagen-Ketten α1, α2 und α3 des heterotrimeren 
Matrixproteins Kollagen VI (COLVI) codieren. Dieses Mitglied der Kollagenfamilie ist ein 
strukturell bedeutender Bestandteil von Mikrofibrillen und ist vor allem mit der extrazellulären 
Matrix von skeletalen Muskeln assoziiert. Aber auch zytoprotektive Prozesse in 
beispielsweise Neuronen und Kardiomyozyten werden COLVI zugeschrieben (Bönnemann, 
2011; Cescon et al., 2015). 
Abbildung 4.19: Scatterplot der Cuffdiff2-Analyse. Dargestellt sind die FPKM-Werte in Form 
eines paarweisen Vergleichs der differentiell exprimierten Gene der Patienten und der Wildtypen 
(WT). Rot markiert sind die Gene COL6A1 und COL6A2, welche in den Patientenzellen nicht 
exprimiert sind, jedoch bei den Wildtyp-Zellen eine starke Expression aufweisen. Der Plot wurde mit 











Interessanterweise liegen die COL6A1 und COL6A2 direkt nebeneinander auf dem 
Chromosom 21 (Abbildung 4.20), während COL6A3 auf Chromosom 2 lokalisiert ist. Im 
Gegensatz zu COL6A1 und COL6A2, war die Expression des COL6A3-Gens bei den 
Patienten nachweisbar und wies im Vergleich zu Wildtyp-Zellen mit einem FPKM-Wert von 
365 respektive 702 eine 1,9-fache Hochregulation auf (Abbildung 4.21). 
 
Abbildung 4.20: Zytogenetische Lokalisation der Gene COL6A1 und COL6A2. Die beiden 
Untereinheiten α1 und α2 des Heterotrimers Kollagen VI werden durch COL6A1 und COL6A2 codiert, 
welche auf dem Chromosom 21 in räumlicher Nähe zueinander lokalisiert sind. Die Abbildung wurde 






Abbildung 4.21: FPKM-Werte der COLVI-Gene. Der Vergleich der FPKM-Werte der 
Patientenzellen mit den Wildtyp-Zellen zeigt, dass bei den Patienten keine Transkripte der Gene 
COL6A1 und COL6A2 nachweisbar sind, während das Gen COL6A3 sogar geringfügig hochreguliert 




Im Hinblick auf die fehlende Expression von COL6A1 und COL6A2 auf mRNA-Ebene 
wurden die Daten der Exomsequenzierung gezielt nach der Abdeckung dieser Gene 
überprüft. Es ergaben sich dabei jedoch keine Auffälligkeiten in Form von Deletionen oder 
unzureichend abgedeckten Bereichen in den Regionen der Gene COL6A1 und COL6A2 bei 
den Patienten im Vergleich zu den gesunden Familienmitgliedern (Abbildung 4.22). Diese 
Ergebnisse lassen vermuten, dass die fehlende Expression von COL6A1 und COL6A2 
möglicherweise durch eine Mutation in einer regulatorischen Region, die die Expression 
beider Gene steuert, bedingt sein könnte. 
  
Abbildung 4.22: Abdeckung der Gene COL6A1 und COL6A2 in der Exomsequenzierung. 
Dargestellt ist die Abdeckung der Gene COL6A1 und COL6A2 in den Patienten II.7 sowie dem 
gesunden Geschwisterkind II.4 und der Mutter (I.2). Entgegen der fehlenden Expression auf mRNA-
Ebene zeigen sich bei der Exomsequenzierung keine Deletionen oder mangelhaft abgedeckte 













5.1 IDENTIFIZIERUNG EINER NEUEN GENETISCHEN URSACHE 
DES CHILBLAIN LUPUS ERYTHEMATODES 
Mit der Aufklärung neuer Mechanismen des intrazellulären Nukleinsäuremetabolismus, 
ergaben sich auch wesentliche Erkenntnisse bezüglich der Entstehung von Autoinflammation 
und Autoimmunität, welche auf einer Dysregulation der Typ-1-IFN-Achse beruhen. Die mit 
dieser Fehlregulation des angeborenen Immunsystems einhergehende konstitutive Typ-1-
IFN Aktivierung ist charakteristisch für die genetisch und phänotypisch heterogenen Typ-1-
Interferonopathien. Auch der Chilblain Lupus lässt sich dem klinischen Spektrum dieser 
seltenen Krankheiten zuordnen, da eine zellintrinsisch bedingte inadäquate Typ-1-IFN-
Aktivierung eine zentrale Rolle bei dessen Pathogenese spielt. Der familiäre Chilblain Lupus 
ist eine monogene Erkrankung, die bisher lediglich in neun Familien diagnostiziert wurde. 
Acht der betroffenen Familien tragen dabei Mutationen im TREX1-Gen (Lee-Kirsch et al., 
2007a; Rice et al., 2007; Günther et al., 2015), eine Familie weist eine SAMHD1-Mutation 
auf (Ravenscroft et al., 2011). TREX1 ist eine ubiquitär exprimierte 3´-5´-DNA-Exonuklease, 
welche spezifisch ssDNA abbaut, die im Zuge zellulärer Prozesse wie der Granzym-A-
vermittelten Apoptose, der DNA-Reparatur oder der DNA-Replikation entsteht (Höss et al., 
1999; Mazur and Perrino, 1999; Chowdhury et al., 2006). Die Nuklease TREX1 ist dabei in 
der Membran des ER und des Zellkerns lokalisiert, wo sie kurze ssDNA-Fragmente, die aus 
dem Kern in das Zytosol gelangen, abbaut (Wolf et al., 2016). Im Falle einer TREX1-
Defizienz kommt es zu einer intrazellulären Akkumulation von ssDNA sowohl im Nukleus als 
auch im Zytosol. Im Kern wird diese ssDNA von den ssDNA-bindenden Proteinen 
Replication protein A (RPA) und RAD51 gebunden, was einen verstärkten Verbrauch dieser 
DNA-Reparaturfaktoren bedingt und zu Replikationsstress und chronischen DNA-Schäden 
führt (Wolf et al., 2016). Im Zytosol werden die akkumulierten ssDNA-Fragmente von PRRs 
wie cGAS erkannt, was eine Aktivierung der Typ-1-IFN-Achse zur Folge hat (Wolf et al., 
2016). SAMHD1 ist eine Triphosphohydrolase, welche durch den Abbau der Bausteine der 
DNA-Synthese, den Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP), an der Regulation des 
dNTP-Pools beteiligt ist (Rice et al., 2009b; Goldstone et al., 2011). Diese Funktion in der 
Regulation der dNTP-Homöostase begründet auch die Wirkung von SAMHD1 als 
Restriktionsfaktor einer retroviralen Infektion, da dNTPs im Zuge der reversen Transkription 
des viralen RNA-Genoms benötigt werden (Lahouassa et al., 2012). Zudem spielt die 
SAMHD1-vermittelte dNTP-Homöostase eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der 
Genomstabilität. So resultiert eine SAMHD1-Defizienz über eine Dysregulation des 
intrazellulären dNTP-Pools zu einer Hemmung des Zellzyklus und induziert in der Folge 
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vermehrt DNA-Schäden. Diese lösen eine chronische DNA-Schadensantwort sowie eine 
konstitutive Aktivierung von ISGs aus (Kretschmer et al., 2015). Des Weiteren zeigt 
SAMHD1 Nukleinsäure-bindende Eigenschaften sowie eine Nuklease-Aktivität, obgleich die 
zu Grunde liegende physiologische Bedeutung dieser Eigenschaften von SAMHD1 bisher 
nicht endgültig geklärt ist. So sind insbesondere die physiologischen RNA-Substrate der 
beschriebenen RNase-Aktivität von SAMHD1 bisher nicht identifiziert (Beloglazova et al., 
2013; Tüngler et al., 2013; Tüngler and Lee-Kirsch, 2014; Diesterheft et al., 2015).  
Im Zuge dieser Arbeit konnte nun eine bisher unbekannte STING-Mutation als Auslöser 
eines familiären Chilblain Lupus identifiziert werden. Dem Transmembranprotein STING wird 
im Gegensatz zu TREX1 und SAMHD1 keine Nuklease-Aktivität zugeschrieben. Es agiert 
vielmehr als Adapter für den Botenstoff cGAMP, welcher durch den DNA-Sensor cGAS in 
Reaktion auf das Sensing von zytosolischer DNA synthetisiert wird (Ablasser et al., 2013a; 
Chen et al., 2016). Das STING-Protein induziert dann infolge dieser cGAS-vermittelten 
Erkennung eine Typ-1-IFN-Antwort (Sun et al., 2013). Mutationen in STING sind bisher noch 
nicht im Zusammenhang mit dem klinischen Bild eines Chilblain Lupus beschrieben. Doch 
die hier identifizierte Mutation G166E der erkrankten Familie 1 bewirkt eine konstitutive Typ-
1-IFN-Aktivierung und resultiert in einem Phänotyp im Sinne eines Chilblain Lupus. Diese 
Ergebnisse erweitern mithin das genetische Spektrum des familiären Chilblain Lupus auch 
auf Komponenten der Typ-1-IFN-Signalkaskade und zeigt auf, dass SAVI, als einzige bisher 
STING-assoziierte Erkrankung, und der familiäre Chilblain Lupus als allele Krankheitsbilder 
zu betrachten sind, welche partiell phänotypische Gemeinsamkeiten aufweisen. Die bisher 
bekannten Mutationen in STING gehen mit Fieberepisoden, einer interstitiellen 
Lungenerkrankung sowie Symptomen einer peripheren Vaskulitis einher (Jeremiah et al., 
2014; Liu et al., 2014; Munoz et al., 2015). Sie sind zudem alle in der Dimerisierungsdomäne 
des STING-Proteins lokalisiert, welche hochkonserviert ist. Dies trifft ebenso für die hier 
identifizierte STING-Mutation G166E zu, welche ebenfalls eine erhöhte Expression von ISGs 
sowie die Bildung von ANAs induziert, obgleich die Symptome der Patienten der Familie 1 
vorwiegend auf die Haut beschränkt sind. Die im Zuge dieser Arbeit durchgeführten 
funktionellen Analysen haben gezeigt, dass die STING-Mutation G166E zur Ausbildung von 
intramolekularen polaren Interaktionen führt, welche eine Intensivierung der Dimerisierung 
des STING-Proteins zur Folge haben, sodass bereits in Abwesenheit des Liganden cGAMP 
eine konstitutive Typ-1-IFN-Antwort induziert wird. Die Mutation wirkt somit, ebenso wie die 
bereits beschriebenen SAVI-Mutationen, aktivierend auf die Typ-1-IFN-Achse. Im Vergleich 
zur SAVI-Mutation N154S, ist die beobachtete Aktivierung von Typ-1-IFN durch die G166E-
Mutation als weniger ausgeprägt einzustufen. Dies scheint mit dem milderen Phänotyp der 
Patienten der Familie 1 zu korrelieren, die im Vergleich zu Patienten mit SAVI fast 
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ausschließlich kutane Symptome aufweisen (Jeremiah et al., 2014; Liu et al., 2014). Es ist 
folglich festzuhalten, dass es sich bei SAVI und Chilblain Lupus zwar um Krankheitsbilder 
desselben Spektrums handelt, die sich jedoch im Schweregrad des Phänotyps 
unterscheiden, was mit der differentiellen Typ-1-IFN-Aktivierung im Zusammenhang zu 
stehen scheint. 
 
Abbildung 5.1: Spektrum STING-assoziierter Krankheitsbilder. CHLE: Chilblain Lupus 
erythematodes, SAVI: STING-associated vasculopathy, infantile-onset  
 
5.1.1 Klinische Implikationen 
Mit Hilfe einer Vielzahl keimbahncodierter PRRs ist das angeborene Immunsystem in der 
Lage sowohl PAMPs, wie etwa virale Nukleinsäuren oder Komponenten bakterieller 
Zellwände, als auch DAMPs ausgehend von endogenen Gefahrensignalen zu erkennen (Yin 
et al., 2015). Dieses Sensing ist eine zentrale Strategie der angeborenen Immunantwort und 
ermöglicht dem Immunsystem das Auslösen einer raschen und potenten Antwort auf 
Pathogene wie beispielsweise Viren, Bakterien, Pilzen oder Parasiten (Hornung et al., 2006; 
Pichlmair et al., 2006; Takeuchi and Akira, 2007). Zusätzlich wird durch die Reifung 
dendritischer Zellen sowie der verstärkten Antigenpräsentation eine Antwort des adaptiven 
Immunsystems initiiert (Takaoka and Yanai, 2006; Iwasaki and Medzhitov, 2010). Im Falle 
einer inadäquaten Aktivierung der Nukleinsäure-Sensoren kann es jedoch zu einer 
überschießenden Immunreaktion kommen, was dann zur Entstehung von Autoinflammation 
oder Autoimmunität führt. Nukleinsäuren sind jedoch auch integraler Bestandteil jeder Zelle, 
sodass es demnach eine essentielle Aufgabe des Immunsystems ist, zwischen eigenen und 
fremden Nukleinsäuren zu differenzieren. Allerdings ist eben diese Kapazität bei den 
Nukleinsäure-Sensoren limitiert, wodurch es potentiell zur Initiierung einer Typ-1-IFN-Antwort 
als Reaktion auf die Erkennung endogener Nukleinsäuren kommen kann. Um dies zu 
verhindern, muss der Organismus folglich in der Lage sein, eine solche fehlerhafte 
Erkennung körpereigener Nukleinsäuren zu unterbinden. Eine dazu verwendete Strategie ist 
die subzelluläre Kompartimentalisierung. So ist beispielsweise die TLR-vermittelte 
Nukleinsäure-Detektion auf das endosomale Kompartiment beschränkt (Barton and Kagan, 
2009). Auch das Lysosom spielt in diesem Zusammenhang eine Rolle, da die von diesem 
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Kompartiment aufgenommene DNA durch die lysosomale Nuklease DNase II abgebaut wird 
und somit eine fehlerhafte Immunerkennung dieser endogenen Nukleinsäuren verhindert 
wird (Barbalat et al., 2011; Lee-Kirsch, 2017). Von den Sensoren werden zudem vor allem 
Sequenzmotive und chemische Modifikationen, wie eine fehlende Methylierung von CpG-
Motiven, detektiert, welche spezifisch für Mikroorganismen sind (Krieg, 2002; Barbalat et al., 
2011). Auch eine regulierte Expression der Sensoren sowie die Metabolisierung der 
Liganden durch RNA- und DNA-Nukleasen wie TREX1 sind Teil dieses feinabgestimmten 
Systems (Nagata et al., 2010; Gall et al., 2012). 
Die fehlerhafte Erkennung von endogenen Nukleinsäuren stellt ein immunologisches 
Problem dar, das auch in der Pathogenese des SLE eine zentrale Rolle spielt (Marshak-
Rothstein, 2006). Der SLE ist zwar mehrheitlich eine multifaktorielle Erkrankung, welche 
sowohl von genetischen als auch umweltbedingten Faktoren beeinflusst wird, jedoch ist die 
Fehlregulation des Typ-1-IFN IFN-α auch für diese Erkrankung ätiologisch wesentlich 
(Niewold et al., 2007). Im Zuge einer viralen Infektion kommt es dabei zur Induktion von 
plasmazytoiden dendritischen Zellen, die TLR-abhängig IFN-α synthetisieren, wodurch 
vielfältige Immunreaktionen ausgelöst werden (Abbildung 5.2) (Marshak-Rothstein, 2006). 
Dabei wird sowohl die Antigenpräsentation über die Reifung und Proliferation myeloider 
dendritischer Zellen, als auch die Entstehung von Autoantikörpern über die Aktivierung 
autoreaktiver B-Zellen forciert (Rönnblom and Pascual, 2008; Diesterheft et al., 2015). Die 
erhöhte Expression von IFN-α fördert zudem den Zelltod und resultiert in der Freisetzung von 
RNA-Autoantigenen. Die Autoantikörper der autoreaktiven B-Zellen binden an diese RNA-
Autoantigene und bilden so Immunkomplexe aus, welche wiederum an die Oberfläche der 
plasmazytoiden dendritischen Zellen binden und von diesen internalisiert werden, wodurch 
die Produktion von IFN-α weiter stimuliert wird, sodass ein Circulus vitiosus entsteht, der 
schlussendlich in Autoimmunität mündet (Marshak-Rothstein, 2006). So ist es auch zu 
erklären, dass in SLE-Patienten neben einem erhöhten IFN-α-Spiegel im Serum auch eine 
IFN-Signatur in Zellen des peripheren Blutes nachgewiesen werden kann (Hooks et al., 
1979; Baechler et al., 2003; Günther et al., 2015). Der SLE ist folglich als eine klassische 
Typ-1-IFN-getriggerte Erkrankung zu betrachten. Insofern kann die Aufklärung der 
molekularen Pathogenese der seltenen monogen bedingten Interferonopathien auch 




Abbildung 5.2: Der sytemische Lupus erythematodes als Typ-1-IFN-getriggerte Erkrankung.  
Infolge einer viralen Infektion werden plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) induziert, um IFN-α zu 
erzeugen. IFN-α erhöht die Expression von TLR in B-Zellen sowie die Sensibilisierung von pDCs für 
Immunkomplexe. Zudem fördert es den Zelltod und damit die Freisetzung von RNA-Autoantigenen. 
Autoreaktive B-Zellen binden TLR-abhängig das von apoptotischen Zellen freigesetzte RNA-
Autoantigen und es kommt zur Proliferation und Differenzierung von autoreaktiven B-Zellen. Die 
Plasmazellen produzieren Autoantikörper, die sich mit Autoantigenen zu Immunkomplexen verbinden. 
Die Immunkomplexe binden wiederum an Rezeptoren an der Oberfläche von pDCs und induzieren 
TLR-abhängig die weitere Produktion von IFNα. IFNαR: IFNα-Rezeptor, BCR: B-cell Rezeptor, FcγRs: 




Rice und Kollegen konnten 2013 anhand der prototypischen Typ-1-Interferonopathie AGS 
zeigen, dass Patienten mit diesem Krankheitsbild eine konstitutive IFN-Signatur im Blut 
aufweisen. Somit kann die IFN-Signatur für die differenzialdiagnostische Abklärung von 
Patienten mit AGS hilfreich sein (Rice et al., 2013). Auch Patienten mit familiärem Chilblain 
Lupus zeigen eine chronische Aktivierung von Typ-1-IFN im Blut (Peschke et al., 2014). Die 
Bestimmung der IFN-Signatur scheint demnach ein geeigneter Biomarker für Typ-1-
Interferonopathien zu sein, der auch bei der Beurteilung von therapeutischen Interventionen 
von Nutzen sein könnte. Im Zuge dieser Arbeit konnte die diagnostische Wertigkeit der 
Bestimmung einer Typ-1-IFN-Signatur als Marker für eine Typ-1-Interferonopathie ermittelt 
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werden. So stellt die IFN-Signatur, im Gegensatz zum meist nur transient im Liquor erhöhten 
IFN-α, ein robustes Werkzeug in der Diagnostik dieser hereditären Erkrankung dar.  
Aufgrund der molekularen Pathogenese der Typ-1-Interferonopathien mit ihrer entzündlichen 
Ätiologie stellt die Inhibition der chronischen Typ-1-IFN-Aktivierung über die Blockade des 
JAK/STAT-Signalweges einen potentiell kausal orientierten Therapieansatz dar. JAK-
Inhibitoren wie Ruxolitinib oder Tofacitinib weisen immunmodulierende Eigenschaften auf 
und werden bereits in der Behandlung des myelodysplastischen Syndroms bzw. 
rheumatoider Arthritis eingesetzt (Fleischmann et al., 2012; Vannucchi et al., 2015). Jüngst 
konnte zudem gezeigt werden, dass bei Patienten, die wegen einer Myelodysplasie mit 
Ruxolitinib behandelt wurden, zeitgleich bestehende Symptome einer Dermatomyositis oder 
eines sporadischen Chilblain Lupus sich deutlich besserten (Hornung et al., 2014; Wenzel et 
al., 2016). Ebenso konnten Liu et. al in in vitro Studien an Zellen von Patienten mit SAVI eine 
Inhibierung von Typ-1-IFN durch Tofacitinib, Baricitinib und Ruxolitinib zeigen (Liu et al., 
2014). In dieser Arbeit konnte nun erstmals in vivo ein positiver Effekt des JAK-Inhibitors 
Tofacitinib auf die IFN-Signatur bei Patienten mit einem STING-assoziierten familiären 
Chilblain Lupus gezeigt werden. Darüber hinaus legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, 
dass die IFN-Signatur sich überdies als Verlaufsparameter einer Typ-1-IFN-hemmenden 
Therapie eignet. Auch wenn noch weiterführende Studien notwendig sind, um den 
langfristigen Effekt einer Behandlung mit JAK-Inhibitoren bei Typ-1-Interferonopathien näher 
zu untersuchen, bietet die Therapie bereits zum jetzigen Zeitpunkt einen vielversprechenden 
Ansatz. 
Es ist zu erwarten, dass zukünftige wissenschaftliche und pharmakologische Erkenntnisse 
auf diesem Gebiet die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze weiter fördern werden. So 
stellen beispielsweise Moleküle, welche in der Lage sind, spezifische Komponenten der Typ-
1-IFN-Signalkaskade, wie etwa cGAS oder STING, zu blockieren, neue potentielle Ziele für 
einen therapeutischen Einsatz dar.  
 
5.2 FEHLENDE EXPRESSION DER GENE COL6A1 UND COL6A2 
ALS MÖGLICHE URSACHE DER ERKRANKUNG DER FAMILIE 2 
Zu Beginn dieser Arbeit bestand bei den erkrankten Kindern der Familie 2 der Verdacht auf 
eine Typ-1-Interferonopathie, speziell auf ein AGS. Diese initiale Verdachtsdiagnose stütze 
sich vor allem auf den Befund eines erhöhten IFN-α-Spiegels im Liquor der Patienten II.2 
und II.3 sowie dem klinischen Erscheinungsbild einer Enzephalopathie mit Krampfanfällen. 
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Allerdings zeigten sich im Phänotyp aller erkrankten Kinder auch für das AGS untypische 
Symptome wie etwa eine Kardiomyopathie. Im Rahmen der funktionellen Aufarbeitung ergab 
sich dann zudem, dass in primären Fibroblasten von Patienten der Familie 2 keine 
Aufregulation von ISGs zu beobachten war, was gegen eine zellintrinsische Aktivierung von 
Typ-1-IFN spricht. Es ist in diesem Zusammenhang möglich, dass die erhöhten IFN-α-
Spiegel im Liquor der Patienten II.2 und II.3 nicht primäre Ursache der Symptome waren, 
sondern Ausdruck einer viralen Infektion mit einem Erreger, der im Rahmen der 
durchgeführten Diagnostik nicht untersucht wurde. So zeigte beispielsweise der Patient II.2 
klinische Infektzeichen mit einem erhöhten C-reaktivem Protein sowie Fieber. Zudem 
berichtete die Mutter über anhaltenden starken Husten im Verlauf beider 
Schwangerschaften, sodass der Verdacht der Übertragung einer viralen Infektion auf die 
Ungeborenen ebenfalls denkbar ist.  
Die in Familie 2 durchgeführten genetischen Untersuchungen auf Exomebene ergaben keine 
Hinweise auf eine kausale, mit der Erkrankung segregierende Mutation. Dies kann unter 
anderem daran liegen, dass die ursächliche Mutation in einem genomischen Bereich 
lokalisiert ist, der sich außerhalb der codierenden Gene befindet und daher im Zuge der 
Exomanalyse gar nicht abgedeckt wurde, wie Introns, Promotoren oder Enhancer. Die 
Grenzen dieser genetischen Analyse werden eingehender unter 5.3 diskutiert. Des Weiteren 
ist eine chromosomale Abnormalität in Form eines komplexen chromosomalen 
Rearrangments als kausale Ursache denkbar. Hier sind vor allem Deletionen, Inversionen, 
Translokationen und Duplikationen größeren Ausmaßes in Betracht zu ziehen. Jedoch ergab 
eine Chromosomenanalyse bei dem Patienten II.2 keinen Hinweis auf einen strukturell oder 
nummerisch auffälligen Chromosomensatz oder grobstrukturelle chromosomale 
Veränderungen. Es ist hier allerdings anzumerken, dass kleine Chromosomenabberationen 
wie beispielsweise Mikrodeletionen mit einer konventionellen Chromosomenanalyse nicht 
detektiert werden können, da die Auflösung auf ca. 10 Mb begrenzt ist. Aufgrund der 
zusätzlich bei Patient II.3 vorgenommen Array-CGH-Analyse, mit welcher der Nachweis von 
Kopienzahlvarianten ab einer Länge von ca. 15-20 kb möglich ist, konnten jedoch 
Mutationen in diesem Größenbereichen ausgeschlossen werden. 
Die Analyse des Transkriptoms zeigte dann, dass Patientenzellen im Vergleich zu den 
Wildtyp-Zellen keine Expression der Gene COL6A1 und COL6A2 aufwiesen. Diese beiden 
Gene sind interessanterweise direkt nebeneinander auf dem Chromosom 21 lokalisiert und 
weisen zudem strukturell erhebliche Gemeinsamkeiten auf (Abbildung 5.3). Die anderen 
Gene der COLVI-Familie, welche zur Assemblierung des COLVI benötigt werden, werden 
dagegen regelrecht bei den Patienten exprimiert bzw. zeigen keinen Expressionsunterschied 
im Vergleich zum Wildtyp. Auch die eingehende Überprüfung der Exomanalyse ergab, dass 
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der codierende Bereich der Gene COL6A1 und COL6A2 ausreichend tief sequenziert wurde 
und keine Mutation vorhanden war. Da die beiden Gene direkt nebeneinander liegen und 
eine hohe Homologie aufweisen, ist es wahrscheinlich, dass sie die Folge einer 
Genduplikation sind. Und dass ihre Aktivität durch gemeinsame regulatorische Elemente 
gesteuert wird. 
Kollagene nehmen wichtige Funktionen im menschlichen Organismus ein. Sie sind dabei 
nicht nur der Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix, wodurch sie strukturelle und 
mechanische Stabilität vermitteln, sondern sind auch in die Adhäsion, Verbreitung und 
Migration von Zellen sowie das Überleben von Zellen involviert (Allamand et al., 2011). 
Kollagene nehmen dabei zytoprotektive Funktionen wie die Inhibierung von Apoptose und 
oxidativem Stress und die Regulation von Autophagie und Zelldifferenzierung ein. Zudem 
leisten sie einen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Stammzellfähigkeit. Allerdings haben sie 
auch Einfluss auf Tumorwachstum und –progression. Die Funktionen der Kollagene 
erstrecken sich folglich über ein breites Spektrum, sodass ihnen eine Schlüsselrolle bei der 
Homöostase diverser Geweben zukommt (Cescon et al., 2015). 
COLVI wird ubiquitär exprimiert und ist innerhalb der Kollagenfamilie, welche aus 28 
Mitgliedern besteht, als einzigartig zu betrachten. Im Vorfeld der Sekretion erfolgt 
intrazellulär ein mehrstufiger Prozess einer Assemblierung von COLVI zu großen 
Aggregaten (Abbildung 5.4). Diese supramolekularen Strukturen setzen sich aus den drei 
COLVI Ketten α1, α2 und α3 respektive α4, α5 oder α6 zusammen (Weil et al., 1988; 
Fitzgerald et al., 2008; Gara et al., 2008). Die Ketten α1 und α2 sind Head-to-tail in direkter 
Nähe auf dem Chromosom 21q22.3 lokalisiert, während sich α3 zytogenetisch auf dem 
Chromosom 2q37 und α4, α5 und α6 auf 3q22.1 befinden (Weil et al., 1988; Fitzgerald et al., 
2008). Anfänglich waren nur die drei Ketten α1, α2 und α3 bekannt, welche durch die Gene 
COL6A1, COL6A2 bzw. COL6A3 codiert werden. Die drei Ketten α1, α2 und α3 
assemblieren intrazellulär in Form von Monomeren in einem stöchiometrischen Verhältnis 
von 1:1:1 zu einer Triplehelix (Engel et al., 1985; Chu et al., 1990; Colombatti et al., 1995; 
Cescon et al., 2015). Daraufhin erfolgt die Bildung von antiparallelen Dimeren und schließlich 
entstehen große Tetramere, welche ebenfalls wie die Dimere durch Disulfidbrücken 
stabilisiert werden. Nach Sekretion in den extrazellulären Raum assemblieren die Tetramere 
dann zu den typischen perlenartigen Mikrofilamenten (Knupp et al., 2006; Bernardi and 
Bonaldo, 2008; Cescon et al., 2015). Hinsichtlich der existenten strukturellen Ähnlichkeit 
zwischen den Ketten α3, α4, α5 und α6 wird vermutet, dass sich das COLVI aus den 
Monomeren α1–α2–αX zusammensetzt, wobei X entweder für α3, α4, α5 oder α6 steht 
(Gara et al., 2008). In Anbetracht dieser strukturellen Eigenschaften von COLVI kristallisiert 
sich die essentielle Rolle der beiden Ketten α1 und α2 deutlich heraus. 
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der strukturellen Domänen der COLVI-Ketten. Jede 
der drei Ketten α1, α2 und α3 besteht aus einer kurzen kollagenen Region (COL), welche von einer 
variablen Anzahl an von Willebrand factor type A (vWF-A)-Modulen flankiert wird. Die α3-Kette enthält 
am C-terminalen Ende drei weitere Domänen. Die in Orange dargestellten vWF-A werden alternativ 
gespleißt. Die drei Ketten α4, α5 und α6 weisen eine starke strukturelle Ähnlichkeit mit der Kette α3 
auf. Das humane COL6A4-Gen ist infolge einer großen chromosomalen Inversion in zwei Teile 
unterteilt und ist dadurch ein nicht prozessiertes Pseudogen. (Chen et al., 2013) 
 
Abbildung 5.4: Assemblierung des COLVI. Intrazellulär bildet sich aus den drei Monomeren α1, 
α2 und αX (X = α3, α4, α5 oder α6) eine dreifach helikale Struktur, aus der sich wiederum Dimere 
bilden. Diese Dimere sind dann Ausgangspunkt für die Assemblierung von großen 
Tetramerstrukturen, welche dann in den exrazellulären Raum sezerniert werden und dort die 
charakteristische perlenartige Struktur einnehmen. (Cescon et al., 2015) 
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Mutationen in den COLVI codierenden Genen sind Ursache für COLVI Myopathien, welche 
klinisch vor allem als kongenitale Muskeldystrophie Typ Ullrich (UCMD) und die Bethlem-
Myopathie (BM) in Erscheinung treten. Die in diesem Zusammenhang bisher bekannten 
Mutationen zeigen, dass die COLVI-Gene keine spezifischen Mutationsherde aufweisen 
(Allamand et al., 2011; Foley et al., 2011). Der Großteil dieser Mutationen sind de novo mit 
dominant-negativen Auswirkungen. Es konnte zudem ein Zusammenhang zwischen dem 
Genotyp und dem Phänotyp der betroffenen Patienten gezeigt werden. So resultiert ein 
dominantes de novo Exon-Splicing in einer inhibierten Synthese und Sekretion des COLVI 
Tetramers, während eine homozygote nonsense Mutation eine vorzeitige Beendigung der 
Translation und mithin einen Funktionsverlust zur Folge hat, was in schwerwiegenderen 
Phänotypen und frühzeitigem Krankheitsbeginn mündet (Allamand et al., 2011). Unter den 
BM-Patienten sind lediglich 60–65 % der Diagnosen molekulargenetisch gesichert. Bei den 
UCMD-Patienten sind es 75–79 % (Lampe et al., 2005). Neben kleineren Variationen sind 
bei drei Patienten mit UCMD große genomische Mutationen identifiziert worden, welche mit 
der Deletion mehrerer Exons und Introns einhergehen (Pan et al., 2003; Pepe et al., 2006; 
Foley et al., 2011). Mutationen, die zu einem kompletten Verlust der beiden COLVI Ketten α1 
und α2 führen sind bislang jedoch noch nicht beschrieben worden. Aufgrund seiner kausalen 
Rolle in den Krankheitsbildern BM und UCMD befassen sich die bisher publizierten Studien 
über COLVI mehrheitlich mit dessen Bedeutung für die skeletale Muskulatur. Doch im Zuge 
jüngster Erkenntnisse hinsichtlich der Funktionen von COLVI weitet sich das Interesse an 
den zugrundeliegenden molekularen Prozessen weiter aus. Die Identifizierung von weiteren 
Mutationen innerhalb der COLVI-Gene, nicht nur als Ursache von vererbten muskulären 
Störungen, sondern auch von anderen Phänotypen, rückt somit ebenfalls in den Fokus 
(Cescon et al., 2015). So konnte beispielsweise eine Mutation im COL6A2-Gen als Auslöser 
einer progressiven Myoklonusepilepsie in einer konsanguinen Familie ermittelt werden 
(Karkheiran et al., 2013). 
In Anbetracht des klinischen Phänotyps der Familie 2, der auch Ähnlichkeiten mit den 
Krankheitsbildern BM und UCMD aufweist, wäre eine Mutation, die die Funktion von 
COL6A1 und COL6A2 betrifft, durchaus ein plausibles Szenario als Ursache für die 
Erkrankung der Familie 2. Die Ergebnisse der Exomanalyse legen zudem die Vermutung 
nahe, dass sich die ursächliche Mutation innerhalb eines nicht-codierenden, regulatorischen 
Elements befindet, welches die Aktivität sowohl von COL6A1 als auch von COL6A2 steuert. 
Die Existenz eines solchen gemeinsamen regulatorischen Elements steht im Einklang mit 
der Hypothese, dass die beiden Gene das Ergebnis einer evolutionären Genduplikation sind. 
Auch das Fehlen einer konstitutiven Typ-1-IFN-Aktivierung in Patientenzellen passt in das 
sich ergebende Bild, dass die Erkrankung der Familie 2 nicht in das Spektrum einer Typ-1-
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Interferonopathie einzuordnen ist. Vielmehr scheint es sich um eine, durch eine COLVI-
Defizienz verursachte, Myopathie zu handeln. Um die potentielle Rolle von COL6A1 und 
COL6A2 eingehender zu untersuchen, sind jedoch zukünftig umfangreiche, weiterführende 
Studien nötig. 
 
5.3 POTENTIAL UND GRENZEN GENETISCHER ANALYSEN 
Das Exom umfasst alle codierenden Bereiche eines Genoms. Das humane Exom besteht 
dabei aus ca. 23.000 Genen. Im Rahmen der genetischen Diagnostik ruht der Fokus in 
erster Linie auf der Analyse der Exons, welche für Proteine codieren. Diese machen zwar 
lediglich 1–2 % des humanen Genoms aus, enthalten aber 85 % der krankheitsauslösenden 
Mutationen. 
Im Feld der DNA-Sequenzierung wurden im letzten Jahrzehnt, nach der Veröffentlichung des 
humanen Genoms durch das Human genome project, massive Fortschritte bezüglich der 
Kapazität, des Leistungsvermögens als auch der Anwendungsmöglichkeiten erzielt, sodass 
die DNA-Sequenzierung als kosteneffiziente und leistungsstarke Methode weit verbreitet 
Anwendung findet (Reuter et al., 2015; Levy and Myers, 2016). So spielt die DNA-
Sequenzierung in Form von Exom- und Genomsequenzierung zunehmend eine tragende 
Rolle in der klinischen Diagnostik sowie bei personalisierten Erkrankungsrisiko-Analysen. Es 
können dabei beispielsweise Aussagen darüber getroffen werden, inwieweit seltene Allele 
gesundheitsbezogene Merkmale oder das Auftreten komplexer Krankheiten beeinflussen. 
Aber auch im Bereich der Diagnose von seltenen, bisher ungeklärten Mendelschen 
Erkrankungen bietet diese Methode großes Potential (Bamshad et al., 2011; Ku et al., 2011, 
2016). 
Die Exomanalysen der Familien 1 und 2 wurden anhand der Sequenzierdaten mehrerer 
Familienmitglieder durchgeführt. Die aus der Stammbaumanalyse resultierenden 
Segregationsmerkmale können die Identifizierung der ursächlichen Mutation erheblich 
erleichtern. So wurde gezeigt, dass die Aufklärungsrate um 16 %, im Vergleich zu einer 
Einzel-Exomanalyse, gesteigert werden kann (Farwell et al., 2015). Die im Zuge einer 
Exomsequenzierung detektierten Varianten spiegeln alle Einzelnukleotidvarianten (Single 
nucleotide variants, SNV), CNVs sowie kleine Insertionen und Deletionen (Indel) wider, 
welche im untersuchten Exom im Vergleich zum Referenzgenom vorliegen (Sims et al., 
2014). Es kommt dabei jedoch zum Teil zu erheblichen Unterschieden in der Anzahl der 
detektierten Varianten. Dies ist vor allem neben der Exomanreicherung auch von der 
Sequenzierplattform und den im Anschluss angewandten Methoden der CNV-Analyse 
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abhängig, da sich dabei Unterschiede in den abgedeckten Targetregionen, der Konsistenz 
der Abdeckung und der Menge an erfasstem Exom ergeben (Hedges et al., 2011; Kiezun et 
al., 2012). Die Abdeckung unterliegt einer immensen regionalen Variabilität. So kommt es in 
einigen Regionen aufgrund von strukturellen Variationen oder technisch begründeten 
Artefakten zu einer über- bzw. unterproportionierten Abdeckung. Als problematisch sind 
dabei unter anderem segmentale Duplikationen, ein hoher GC-Gehalt oder eine fehlerhafte 
Hybridisierung der Sonden anzusehen (Kiezun et al., 2012). Bezüglich der Targetregion ist 
zudem festzuhalten, dass 10–20 % weniger als 10fach abgedeckt sind, woraus eine 
unvollständige Abdeckung von etwa 1000–2000 Genen und damit einhergehende Probleme 
in der Detektion entsprechender Varianten in diesen Regionen resultiert (Kiezun et al., 
2012). Als grundlegender Standard wird heute durchschnittlich eine 80x Sequenziertiefe 
empfohlen, um 89,6– 96,8 % der Basen mindestens 10fach abzudecken (Clark et al., 2011). 
Des Weiteren wirkt sich die Art der Datenauswertung fundamental auf das Ergebnis einer 
Exomanalyse aus. So werden zwar beispielsweise diverse Teilschritte der 
Exomsequenzierung, darunter die Anreicherung des Exoms, die Sequenzierung und die 
CNV-Analyse, mit Hilfe kommerziell verfügbarer Produkte durchgeführt, doch die 
Interpretation der gewonnenen Daten sowie deren Filterung und Priorisierung stellen 
weiterhin einen maßgeblichen Faktor zur erfolgreichen Identifikation einer 
krankheitsauslösenden Mutation im Zuge einer Exomsequenzierung dar.  
Das Hochdurchsatzverfahren der RNA-Sequenzierung bietet die Möglichkeit sowohl 
Transkripte zu identifizieren als auch quantitative Aussagen über die Genexpression zu 
treffen. Das experimentelle Design inklusive der Sequenzierungsstrategie sowie der 
Qualitätskontrolle dieser komplexen Methode bergen diverse Schwierigkeiten. Die 
Transkriptomanalyse der Familie 2 wurde anhand von zwei kranken Familienmitgliedern im 
Vergleich zu gesunden Wildtypen durchgeführt. Dabei wurde eine 150 bp Paired-end 
Sequenzierung gewählt, welche vor allem für die Identifizierung von neuen 
Transkriptvarianten oder Isoformen empfehlenswert ist (Katz et al., 2010; Garber et al., 
2011). Die Read-Länge hat erheblichen Einfluss auf den Erfolg des Mappings sowie 
ebenfalls auf die Identifizierung von Transkripten, sodass die Art der angewandten 
Sequenzierung maßgebliche Vorteile im Hinblick auf eine aussagekräftige bioinformatische 
Analyse bieten kann (Garber et al., 2011; Łabaj et al., 2011; Conesa et al., 2016). Allgemein 
gilt die Anzahl der mapped Reads mit dem Referenzgenom als geeigneter Indikator für eine 
gelungene RNA-Sequenzierung. Bei Experimenten mit humanem Material und einer 
Anreicherung der mRNA ist dabei von einem positiven Mapping von mehr als 80 % der 
Readpairs auszugehen (Djebali et al., 2012; Sims et al., 2014). In der hier durchgeführten 
RNA-Sequenzierung wurde dieses Kriterium erfüllt (4.3.4), sodass von einer adäquaten 
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Qualität der Daten auszugehen ist. Auch die Sequenziertiefe ist von essentieller Bedeutung. 
So kann eine tiefere Sequenzierung dazu beitragen, dass einerseits eine größere Anzahl an 
Transkripten detektiert wird und anderseits deren Quantifizierung exakter erfolgen kann 
(Mortazavi et al., 2008). Es besteht jedoch auch die Gefahr mit zunehmender 
Sequenziertiefe vermehrt transkriptionelles Rauschen sowie Off-target Transkripte zu 
detektieren (Green, 2007).  
Um differentiell exprimierte Gene zuverlässig zu identifizieren, wurden FPKM-Werte 
kalkuliert, welche sowohl auf die Länge als auch auf die sequenzierte Tiefe normalisiert sind, 
sodass ein Vergleich zwischen sowie innerhalb verschiedener Proben ermöglicht wird 
(Bullard et al., 2010; Sims et al., 2014). Die Verwendung von FPKM-Werten bietet zudem die 
Möglichkeit, auch niedrig exprimierte Gene vor einem Hintergrund hoch exprimierter Gene zu 
identifizieren. Laut dem Encyclopedia of DNA elements (ENCODE) consortium habe niedrig 
exprimierte Gene einen FPKM-Wert < 10. Diese können erst mit ~ 80 Millionen mapped 
Reads korrekt quantifiziert werden (ENCODE project consortium, 2004; Sims et al., 2014). 
Entsprechend diesen Erkenntnissen ermöglichen die im Zuge dieser Arbeit generierten 
Transkriptomdaten durchaus eine Aussage zu differentiell exprimierten Genen innerhalb der 
untersuchten Proben. Allerdings waren nur zwei Individuen Teil der Transkriptom-Analyse, 
sodass die biologische Variabilität sowie statistische Analysen nur eingeschränkt Beachtung 
finden konnten. Um diese Verzerrung zu minimieren, wurden sowohl beide Patienten, als 
auch die beiden Wildtypen zu einem Datensatz zusammengefasst.  
Trotz aller methodischen und technologischen Limitierungen hat das Next generation 
sequencing die Suche nach Krankheitsgenen wesentlich beeinflusst. Das Potential einer 
Exomsequenzierung zeigt sich eindrücklich in der Identifizierung der genetischen Ursache 
der Erkrankung der Familie 1. So konnte mit der Aufklärung der molekularen Pathogenese 
eines STING-assoziierten familiären Chilblain Lupus das Spektrum und unser Verständnis 








Eine inadäquate Aktivierung von Typ-1-IFN kann in der Entstehung von Autoimmunität und 
Autoinflammation resultieren. Die einer solchen dysregulierten Typ-1-IFN-Achse zu Grunde 
liegenden Störungen werden primär über das angeborene Immunsystem vermittelt. 
Krankheitsbilder, die durch eine chronische Typ-1-IFN-Aktivierung bedingt sind, werden 
daher unter dem Begriff Typ-1-Interferonopathien zusammengefasst. Diese Gruppe seltener, 
genetisch bedingter Erkrankungen zeichnet sich durch eine große symptomatische 
Bandbreite aus, wobei vor allem neurologische und kutane Manifestationen im Vordergrund 
stehen. Bisher aufgeklärte Pathomechanismen dieser systemisch-entzündlichen 
Erkrankungen haben einen Einblick in neue zellintrinsische Mechanismen gegeben, die zu 
einer Typ-1-IFN-Aktivierung führen und auf Störungen im Metabolismus und der 
immunologischen Erkennung intrazellulärer Nukleinsäuren beruhen. Daraus ergeben sich 
auch Erkenntnisse hinsichtlich des Einsatzes einer immunmodulatorischen Therapie zur 
kausalen Behandlung von Typ-1-Interferonopathien. 
FRAGESTELLUNG: 
Typ-1-Interferonopathien gehören zu den genetisch bedingten, seltenen Erkrankungen. Eine 
Diagnosestellung ist jedoch aufgrund mangelnder Kenntnisse über die Krankheitsursache 
häufig nicht möglich, sodass kausale Therapieansätze für viele Patienten nicht existieren. 
Die Aufklärung der genetischen Ursache solcher Erkrankungen ist demnach von essentieller 
Bedeutung. Auch die hier untersuchten Familien leiden an bisher nicht molekulargenetisch 
diagnostizierten Krankheiten, deren Phänotyp jedoch eine Typ-1-Interferonopathie vermuten 
lässt. Vor diesem Hintergrund war es das Ziel dieser Arbeit, bisher unbekannte Gene zu 
identifizieren und zu charakterisieren, welche Krankheitsbilder mit chronischer Typ-1-IFN-
Aktivierung verursachen. 
MATERIAL UND METHODEN: 
Anhand klinischer Daten wurden zunächst die Krankheitsbilder der zwei betroffenen Familien 
charakterisiert und hinsichtlich der Gemeinsamkeiten mit bekannten Typ-1-
Interferonopathien untersucht. Zudem wurde das Vorliegen einer chronischen Typ-1-IFN-
Aktivierung bei den erkrankten Familienmitgliedern untersucht. Mit Hilfe von Exomanalysen 
und anschließenden bioinformatischen Analysen wurde nach dem ursächlichen 
Krankheitsgen gesucht. Die in diesem Rahmen in der Familie 1 nachgewiesene STING-
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Mutation wurde unter Verwendung von molekularbiologischen sowie zellbiologischen 
Analysen eingehend untersucht und zudem ihre Konsequenzen auf die IFN-Achse und die 
Stabilität des STING-Dimers mittels Strukturmodellierungen charakterisiert. 
Hinsichtlich der Aufklärung der genetischen Ursache der Erkrankung der Familie 2 wurde 
ebenfalls eine Exomanalyse durchgeführt. Da dabei jedoch keine Mutation identifiziert 
werden konnte, erfolgte eine Analyse differentiell exprimierter Transkripte mit Hilfe von 
Transkriptomdaten von Fibroblasten gesunder Kontrollen im Vergleich zu erkrankten 
Familienmitgliedern der Familie 2. 
ERGEBNISSE: 
Im Verlauf dieser Arbeit konnte in der Familie 1 mit einem familiären Chilblain Lupus eine 
kausale heterozygote Mutation im STING-Gen identifiziert werden. Diese bisher nicht 
beschriebene Mutation bedingt den Aminosäureaustausch Gly166Glu (G166E) im 
hochkonservierten Dimerinterface des STING-Proteins. Strukturmodelle ergaben Hinweise 
auf strukturverändernde Eigenschaften der Mutation G166E, die das STING-Dimer 
konstitutiv aktivieren. Dies konnte experimentell bestätigt werden, da in den peripheren 
Blutzellen der Patienten eine erhöhte IFN-Signatur nachgewiesen werden konnte und 
Patientenfibroblasten eine erhöhte Produktion von IFN-β sowie eine vermehrte 
Phosphorylierung von IRF3 zeigten. Um den Einfluss einer therapeutischen 
Immunmodulation über eine JAK-Inhibition zu untersuchen, wurden zwei Erkrankte der 
Familie 1 mit dem JAK-Inhibitor Tofacitinib über einen Zeitraum von 17 Tagen behandelt. Es 
konnte dabei in vivo eine signifikant reduzierte IFN-Signatur nachgewiesen werden. 
Mit Hilfe der Exomanalyse konnte in der konsanguinen Familie 2 mit einem AGS-ähnlichen 
Phänotyp keine kausale Mutation identifiziert werden. Es zeigte sich zudem, dass in den 
Patientenzellen keine erhöhte IFN-Signatur sowie keine erhöhte IFN-β Produktion 
nachweisbar waren. Die vergleichende Transkriptomanalyse ergab keine auffällige 
differentielle Expression von Genen des Aminosäure-Metabolismus, der Seneszenz, des 
Zellzyklus, der DNA-Schadensantwort und DNA-Reparatur sowie von Genen 
immunologischer Prozesse. Allerdings wurde die vollständig fehlende Expression der Gene 
COL6A1 und COL6A2 in den Patientenzellen nachgewiesen.  
SCHLUSSFOLGERUNG: 
Die identifizierte STING-Mutation der Familie 1 führt zu einer chronischen Aktivierung der 
Typ-1-IFN-Achse und ist folglich als Gain-of-function Mutation anzusehen. Die Behandlung 
mit dem immunmodulierenden JAK-Inhibitor Tofacitinib führt zu einer Verminderung der IFN-
Signatur und bietet somit einen vielversprechenden Ansatz für eine kausale Therapie. 
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Weiterführende Untersuchungen, vor allem bezüglich der Langzeiteffekte, sind hier jedoch 
noch erforderlich. 
Die Erkrankung der Familie 2 ist dagegen vermutlich nicht den Typ-1-Interferonopathien 
zuzuordnen. Vielmehr scheint es zum jetzigen Zeitpunkt wahrscheinlich, dass eine Mutation 
innerhalb eines regulatorischen Elements, das die Expression der Gene COL6A1 und 
COL6A2 reguliert, für den Phänotyp der Erkrankten verantwortlich ist. Weiterführende 







An inadequate activation of type 1 IFN can result in autoinflammation and autoimmunity. The 
molecular defects underlying this dysregulated type 1 IFN axis are primarily mediated by the 
innate immune system. Disorders that are caused by chronic overproduction of type 1 IFN 
are therefore referred to as type 1 interferonopathies. This group of rare, genetically 
determined diseases is characterized by a broad range of symptoms with prominently 
neurological and cutaneous manifestations. Previously elucidated pathomechanisms of these 
systemic inflammatory diseases have provided novel insight into cell-intrinsic mechanisms 
that cause constitutive type 1 IFN activation, which are due to defects in the metabolism and 
immune recognition of intracellular nucleic acids. These findings also suggest that specific 
immunomodulatory interventions may represent a causal therapy of type 1 
interferonopathies. 
OBJECTIVES: 
Type 1 interferonopathies constitute rare genetic disorders. However, diagnosis is often not 
possible due to a lack of knowledge about the cause of the disease, which also implies that 
causal therapeutic approaches do not exist for a large number of patients. Therefore, the 
elucidation of the genetic cause of rare Mendelian diseases is of essential importance. The 
families examined here suffer from diseases suggestive of a type 1 interferonopathy, for 
which the underlying genetic cause was unknown. The aim of this work was to identify and to 
characterize previously unknown genes which cause disorders with chronic type 1 IFN 
activation. 
MATERIAL AND METHODS: 
Clinical data were collected to characterize the disease phenotype of two families and to 
investigate similarities with known type 1 interferonopathies. In addition, the presence of a 
chronic type 1 IFN activation in affected family members was examined. Using exome 
sequencing and subsequent bioinformatic analysis, the genetic cause of the respective 
phenotype was investigated. The STING mutation, which was identified in family 1, was 
thoroughly studied at the molecular and cellular level. Its consequences on the IFN axis and 




In order to elucidate the genetic cause of the disease of the family 2 an exome analysis was 
performed. However, since no mutation could be identified, an analysis of differentially 
expressed transcripts was performed using transcriptome data from fibroblasts of healthy 
controls in comparison to affected members of family 2. 
RESULTS: 
In the course of this work a causal mutation in STING could be identified within family 1 with 
familial chilblain lupus. This previously unknown mutation results in the amino acid exchange 
Gly166Glu (G166E) within the highly conserved dimer interface of the STING protein. 
Structural models provide evidence for structural changes induced by the G166E mutation 
that lead to constitutive activation of the STING dimer. This could be experimentally proven 
by demonstration of an elevated IFN-β production and an increased phosphorylation of IRF3 
in patient fibroblasts as well as by an increased IFN signature in patient blood cells. To 
further investigate the effect of an immunomodulatory intervention using JAK inhibition, two 
affected members of family 1 were treated with the JAK inhibitor tofacitinib over a period of 
17 days, which led to a significantly reduced IFN signature detected in vivo. 
By exome analysis, no causal mutation could be identified within the consanguineous family 
2 with five children suspected of AGS. It was also shown that there was no increased IFN 
signature and no increased IFN-β production in patient cells. Comparative transcriptome 
analysis revealed no abnormalities in the differential expression of genes involved in amino 
acid metabolism, senescence, cell cycle, DNA damage response and DNA repair as well as 
in genes involved in immunological processes. However, the complete lack of expression of 
the genes COL6A1 and COL6A2 was detected in patient cells. 
CONCLUSION: 
The identified STING mutation in family 1 results in a chronic activation of the type 1 IFN axis 
and can therefore be considered as a gain-of-function mutation. The treatment with the 
immunomodulating JAK inhibitor tofacitinib leads to a reduction of the IFN signature and thus 
offers a promising approach for a causal therapy. However, further investigations are 
necessary, especially with regard to the long-term effects of JAK inhibition. 
In contrast, the disease of family 2 is presumably not attributable to a type 1 
interferonopathy. At present, it rather seems likely that a mutation within a regulatory element 
that drives expression of the genes COL6A1 and COL6A2 is responsible for the disease 
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ANHANG 1: GERÄTE 
Tabelle Anhang 1: Übersicht verwendeter Geräte. 
BEZEICHNUNG HERSTELLER 
2100 Bioanalyzer Agilent Technologies 
7300 Real-Time PCR System  Applied Biosystems  
Amersham Hypercassette (X-ray film cassette) GE Healthcare 
Axio Imager A1  Zeiss 
Bakterienschüttler innova 4430 New Brunswick Scientific 
Biofuge 15  Heraeus 
Biofuge PrimoR  Heraeus 
CASY ® Cell Counter & Analyser Modell TT150  Roche Diagnostics GmbH 
Dampfsterilisator (Varioklav® 135S) H+P Labortechnik GmbH 
Durchlichtmikroskope, Hellfeld (Axiovert 25, Axiolab)  Zeiss 
Elektrophoresekammer, horizontal (Agagel Maxikammer)  Biometra 
Elektrophoresekammer, vertikal (X-Cell SureLock)  Invitrogen 
Feinwaage  Faust 
Gefrierschrank (SN-T)  Liebherr  
Großraumzentrifuge Beckman Beckman Coulter 
HiSeq 2000 System Illumina 
HiSeq 4000 System Illumina 
Kühlschrank (FKS 5000)  Liebherr  
Labofuge 400R Heraeus 
Magnetrührer VWR 
Mehrkanalpipette Research Pro Eppendorf 
Mikrotiterplatten-Photometer (Infinite ® 200 PRO)  TECAN  
Mr. Frosty Einfrierbox  Nalgene  
Multipette® Eppendorf 
NanoDrop (ND-1000) Spectrophotometer  PEQLAB  
ANHANG 
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pH-Meter  WTW  
Pipetten, versch. Größen (2-1000 μl)  Gilson  
Pipettus  Hirschman Laborgeräte  
Sequenzierer (ABI PRISM3130xl Genetic Analyzer) Applied Biosystems 
Sicherheitswerkbank (HERASafe)  Heraeus  
Taumel-Rollenmischer (TRM 50)  IDL  
Taumelschüttler WT12  Biometra  
Thermocycler  Biometra  
Thermomixer compact  Eppendorf  
Transilluminator UV/Weiß-Licht TI2 Biometra 
Ultratieflkühltruhe VIP PLUS Panasonic 
Vortex Genie2  Scientific Industries  
Wasserbad Typ 1004 GFL  
Western Blot-Kammer, vertikal (X-Cell IITM Blot-Modul)  Life technologies  
Zellkultur-Brutschrank (Incubator BBD 6220)  Heraeus  
 
ANHANG 2: VERBRAUCHSMATERIALIEN 
Tabelle Anhang 2: Übersicht verwendeter Verbrauchsmaterialien. 
BEZEICHNUNG HERSTELLER 
0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefäße  Eppendorf, Sarstedt  
100 mm Zellkulturschalen  
Becton, Dickinson and 
Company (BD)  
15 ml Röhrchen  BD  
24-Well-Platten  Greiner Bio-One  
50 ml Röhrchen  BD  
6-Well-Platten  Greiner Bio-One  
96-Well-Platten  Greiner Bio-One  
CASYcup  Roche Applied Science  
Insulinspritze Omnican ® 40  Braun  
Kompetente Zellen E.coli DH5α Zymo Research 
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Kryoröhrchen  Greiner Bio-one  
Nitrozellulosemembran Protran BA 83  Whatman  
Novex ® NuPAGE ® Bis-Tris Pre-Cast Gele  Invitrogen  
PCR 8-Well Tube Streifen Thermo Scientific Fisher 
Pipettenspitzen (div. Größen)  Sarstedt  
Pipettenspitzen Low binding (div. Größen)  Corning  
Reporterzelllinie HEK Blue™ IFN-α/β- InvivoGen 
Röntgenfilme (LucentBlue X-ray film)  Advansta INC  
Sequenzierplatten (96-Well)  Axygen  
Skalpelle (technocut)  HMD Healthcare Ltd.  
Stabpipetten (5, 10 und 25 ml)  Greiner bio-one  
Sterilfilter (0,22 μm)  Corning  
Whatman Blotting Papier  Roth  
Zellkulturflaschen (T-25, T-75 und T-175)  Greiner Bio-one  





ANHANG 3: LÖSUNGEN UND MEDIEN 
 
Blockinglösung (WB): 5 % Milchpulver in 0,1 % TBST  
Digitonin-Permeabilisierungslösung: 50 mM HEPES pH 7,0 
100 mM KCl 
3 mM MgCl2 
0,1 mM DTT 
85 mM sucrose 
0,2 % BSA 
1 mM ATP 
0,1 mM GTP 
10 μg/mL Digitonin 
(2‘-3‘ cGAMP in entsprechenden Konzentrationen) 
DMEM-Komplettmedium: 500 ml DMEM (without L-Glutamin; high glucose 4,5 g/l)  
10 % FCS (inaktiviert)  
2 mM L-Glutamin  
1 % Antibiotika/Antimykotika-Mix 
 
1 M DTT-Lösung: 1,55 g DTT 
ad 10 ml Aqua dest. 
0,5 M EDTA (pH 8,0): 186,1 g Disodium-EDTA-Dihydrat  
700 ml Aqua dest.  
Einstellen des pH-Wertes mit NaOH  
ad 1 l Aqua dest. 
Einfriermedium: 50 ml DMEM-Komplettmedium  
10 % DMSO  
20 % FCS 




HEK-BlueTM-Komplettmedium: 500 ml DMEM-Komplettmedium 
100 μg/ml Zeocin™ 
30 μg/ml Blasticidin S 
LB-Agarplatten amp+:  
 
10 g Tryptone 
5 g Yeast Extract 
10 g NaCl 
15 g Agar 
ad 1 l Aqua dest. (mit NaOH auf pH 7,0 einstellen) 
100 μg/ml Amp 
LB-Medium amp+: 10 g SELECT Peptone 140 
5 g SELECT Yeast Extract 
5 g NaCl 
ad 1 l Aqua dest. (mit NaOH auf pH 7,0 einstellen) 
100 μg/ml Amp 
Lysepuffer (RIPA-Puffer): 50 mM Tris-HCl (pH 7,4)  
150 mM NaCl  
1 mM EDTA- Na2  
1 % Triton-X 100  
1 mM Na3VO4  
20 mM NaF  
10 % Protease Inhibitor Mix  
10 % Phosphatase-Inhibitor  
1 μl/ml DNase I 
 
20x PBS: 2,8 M NaCl  
54 mM KCl  
202 mM Na2HPO4  
36 mM KH2PO4  
pH 7,4 (mit 5 M NaOH einstellen) 
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1x PBS: 50 ml 20x PBS  
ad 1 l Aqua dest. 
PEI-Arbeitslösung (1mg/ml): 2 ml PEI Stocklösung (25 mg/ml)  
48 ml HPLC-Wasser 
20 % SDS (w/v): 20 g SDS  
ad 100 ml Aqua dest. 
6x SDS-Probenpuffer: 375 mM Tris-HCl, pH 6,8  
12 % SDS  
60 % Glycerol  
0,01 % Bromphenolblau  
30 % DTT 
 1x TBE 89 mM Tris 
89 mM Borsäure 
2 mM EDTA 
 
 
10x TBS: 500 mM Tris-HCL (pH 7,4) 
1500 mM NaCl 
1x TBS: 100 ml 10x TBS 
ad 1 l Aqua dest. 
0,1 % TBST: 1 l 1x TBS 
1 ml Tween20 
0,2 % TBST:  1 l 1x TBS 
2 ml Tween20 
Transferpuffer (1x): 50 ml 20x NuPAGE Transfer Buffer 
100 ml Methanol 
ad 1 l Aqua dest. 
0,5 M Tris-HCl (pH 7,4): 60,5 g Tris-base  
800 μl Aqua dest.  
Einstellen des pH-Wertes mit HCl 





ANHANG 4: GEN-PANELS 
Tabelle Anhang 3: Übersicht der verwendeten Gen-Panels. Die Gene wurden mit Hilfe 
kommerziell verfügbarer Panels (Thermo Fisher Scientific, NanoString Technologies) ausgewählt. 
AMINOSÄURE-METABOLISMUS 
 
AADAT ARG2 ECHS1 KMO PRODH 
 
AANAT ASH1L EHHADH KYNU PRODH2 
 
AASDHPPT ASL ENOPH1 LAP3 PSAT1 
 
AASS ASNS FAH LARS PSPH 
 
ABAT ASPA FTCD LDHA PYCRL 
 
ACADM ASS1 GAD2 MAOA SARDH 
 
ACADS AUH GAMT MAOB SAT1 
 
ACADSB BBOX1 GATM MAT1A SDS 
 
ACAT1 BCAT1 GCAT MCCC2 SHMT2 
 
ACAT2 BCAT2 GCDH MCEE SRM 
 
ACMSD BCKDHA GFPT1 PYCR1 SRR 
 
ACY1;ABHD14A-
ACY1 BCKDHB GLDC MTAP TAT 
 
ADH5 BHMT MIF MTR TDO2 
 
ADI1 CAD MPST MUT TH 
 
ADSL CAT GNMT NAGS TMLHE 
 
ADSS CBS GOT1 NIT2 TPH2 
 
AGMAT GLS GOT2 NOS2 TPO 
 
AGXT GLUD1 GPT OAT TYR 
 
AHCY CDO1 HAAO ODC1 TYRP1 
 
ALAS1 CHDH HADH OGDH VARS2 
 
ALDH18A1 CKB HADHB OGDHL WARS 
 
ALDH2 CNDP1 HDC OTC WBSCR22 
 
ALDH3B1 COMT HGD OXCT2 
 
 
ALDH4A1 CPS1 HIBADH P4HA1 
 
 
ALDH5A1 CTH HIBCH PAH 
 
 
ALDH6A1 CYP1B1 HMGCL PCCA 
 
 
ALDH9A1 DAO HMGCS1 PDHA2 
 
 
AMD1 DBH HNMT PDHB 
 
 
AMDHD1 DBT HPD PHGDH 
 
 
AMT DDC HSD17B10 PIPOX 
 
 
AOC1 DLD IARS PLOD3 
 
 
AOC3 DLST IDO1 PNMT 
 
 
AOX1 DMGDH INMT PPAT 
 
 
APIP DNMT1 IVD PRDX6 
 
 
     
 
DNA-SCHADENSANTWORT UND REPARATURPROZESSE 
AKT3 ERCC1 MLH1 POLD1 REV1 XPA 
ALKBH2 ERCC2 MLH3 POLD3 RFC1 XPC 
ALKBH3 ERCC3 MNAT1 POLD4 RFC3 XRCC1 
APC ERCC4 MPG POLE RFC4 XRCC2 
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APEX1 ERCC5 MRE11A POLE2 RMI1 XRCC3 
APEX2 ERCC6 MSH2 POLE4 RMI2 XRCC4 
ATM ERCC8 MSH3 POLI RPA1 XRCC5 
ATR EXO1 MSH4 POLK RPA3 XRCC6 
ATRIP FAN1 MSH5 POLL RPS27A ZC3H14 
AURKA FANCA MSH6 POLM RRM2B 
 
BCL2 FANCB MTMR14 POLQ SAP130 
 
BCL2L1 FANCC MUTYH POLR2D SF3A3 
 
BLM FANCD2 MYC POLR2H SIRT1 
 
BRCA1 FANCE MYD88 POLR2J SLFN11 
 
BRCA2 FANCF NBN PRKACB SLK 
 
BRIP1 FANCG NEIL1 PRKDC SLX4 
 
BUB1B FANCI NEIL2 PRKX SMAD4 
 
CASP8 FANCL NEIL3 PRPF38A SMARCA4 
 
CC2D1B FANCM NFKB1 PTEN SMC1A 
 
CCND1 FEN1 NKX3-1 RAD1 SMC3 
 
CCND2 GEN1 NLRP2 RAD17 SMUG1 
 
CCND3 GPATCH3 NTHL1 RAD18 SUMO3 
 
CCNO GTF2H3 NUBP1 RAD21 TDG 
 
CDK7 H2AFX OGG1 RAD23A TIPIN 
 
CDKN2A HDAC1 PARP1 RAD23B TLK2 
 
CDKN2C HDAC2 PARP2 RAD50 TOP3A 
 
CHEK1 HDAC3 PARP3 RAD51 TOP3B 
 
CHEK2 HLTF PARP4 RAD51B TP53 
 
COG7 HUS1 PCNA RAD51C TP53BP1 
 
CREBBP KRAS PIK3CA RAD51D TREX1 
 
CRY1 LIG1 PIK3CB RAD52 UBB 
 
DDB1 LIG3 PIK3R1 RAD54L UBE2T 
 
DDB2 LIG4 PMS1 RAD9A UNG 
 
DNA2 MAD2L2 PMS2 RB1 USP1 
 
EDC3 MDC1 PNKP RECQL WEE1 
 
EGFR MGMT POLB RECQL5 WRN 
 
      
IMMUNOLOGIE 
ABCB1 CD46 GZMB IRF5 PDCD2 TNFSF13B 
ADA CD48 GZMK IRF7 PDGFB TNFSF15 
AHR CD5 HAMP IRF8 PDGFRB TNFSF4 
AICDA CD53 HAVCR2 IRGM PECAM1 TNFSF8 
AIRE CD55 HFE ISG15 PIGR TOLLIP 
APP CD58 HLA-A ITGA2B PLA2G2A TP53 
ARG1 CD59 HLA-B ITGA4 PLA2G2E TRAF1 
ARG2 CD6 HLA-C ITGA5 PLAU TRAF2 
ARHGDIB CD7 HLA-DMA ITGA6 PLAUR TRAF3 
ATG10 CD70 HLA-DMB ITGAE PML TRAF4 
ATG12 CD74 HLA-DOB ITGAL POU2F2 TRAF5 
ATG16L1 CD79A HLA-DPA1 ITGAM PPARG TRAF6 
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ATG5 CD79B HLA-DPB1 ITGAX PPBP TYK2 
ATG7 CD80 HLA-DQA1 ITGB1 PRDM1 UBE2L3 
ATM CD81 HLA-DQB1 ITGB2 PRF1 VCAM1 
B3GAT1 CD82 HLA-DRA ITLN1 PRKCD VTN 
BATF CD83 HLA-DRB1 ITLN2 PSMB10 XBP1 
BATF3 CD86 HLA-DRB3 JAK1 PSMB5 XCL1 
BAX CD8A HRAS JAK2 PSMB7 XCR1 
BCAP31 CD8B ICAM1 JAK3 PSMB8 ZAP70 
BCL10 CD9 ICAM2 KCNJ2 PSMB9 ZBTB16 
BCL2 CD96 ICAM3 
KIR_Activating_S
ubgroup_1 PSMC2 ZEB1 
BCL2L11 CD97 ICAM4 
KIR_Activating_S
ubgroup_2 PSMD7  
BCL3 CD99 ICAM5 
KIR_Inhibiting_Su
bgroup_1 PTAFR  
BCL6 CDH5 ICOS 
KIR_Inhibiting_Su
bgroup_2 PTGER4  
BID CEACAM1 ICOSLG KIR3DL1 PTGS2  
BLNK CEACAM6 IDO1 KIR3DL2 PTK2  
BST1 CEACAM8 IFI16 KIR3DL3 PTPN2  
BST2 CEBPB IFI27 KIT PTPN22  
BTK CFB IFI35 KLRAP1 PTPN6  





C14orf166 CFH IFI44L KLRC1 PYCARD 
 
C1QA CFI IFIH1 KLRC2 RAF1 
 
C1QB CFP IFIT1 KLRC3 RAG1 
 
C1QBP CHUK IFIT2 KLRC4 RAG2 
C1R CIITA IFITM1 KLRD1 RARRES3 
 
C1S CISH IFNA1/13 KLRF1 RELA 
 
C2 CLEC4A IFNA2 KLRF2 RELB 
 
C3 CLEC4E IFNAR1 KLRG1 RORC 
 
C4A/B CLEC5A IFNAR2 KLRG2 RSAD2 
 
C4BPA CLEC6A IFNB1 KLRK1 RUNX1 
 
C5 CLEC7A IFNG LAG3 S100A8 
 
C6 CLU IFNGR1 LAIR1 S100A9 
 
C7 CMKLR1 IGF2R LAMP3 S1PR1 
 
C8A CR1 IKBKAP LCK SELE 
 
C8B CR2 IKBKB LCP2 SELL 
 
C8G CRADD IKBKE LEF1 SELPLG 
 
C9 CSF1 IKBKG LGALS3 SERPING1 
 
CAMP CSF1R IKZF1 LIF SH2D1A 
 
CARD9 CSF2 IKZF2 LILRA1 SIGIRR 
 
CASP1 CSF2RB IKZF3 LILRA2 SIGLEC1 
 

















CCBP2 CTNNB1 IL12B LILRB1 SLC2A1 
 
CCL11 CTSC IL12RB1 LILRB2 SMAD3 
 
CCL13 CTSG IL13 LILRB3 SMAD5 
 
CCL15 CTSS IL13RA1 LILRB4 SOCS1 
 
CCL16 CUL9 IL15 LILRB5 SOCS3 
 
CCL18 CX3CL1 IL16 LITAF SPP1 
 
CCL19 CX3CR1 IL17A LTA SRC 
 
CCL2 CXCL1 IL17B LTB4R STAT1 
 
CCL20 CXCL10 IL17F LTB4R2 STAT2 
 
CCL22 CXCL11 IL18 LTBR STAT3 
 
CCL23 CXCL12 IL18R1 LTF STAT4 
 
CCL24 CXCL13 IL18RAP LY96 STAT5A 
 
CCL26 CXCL2 IL19 MAF STAT5B 
 
CCL3 CXCL9 IL1A MALT1 STAT6 
 
CCL4 CXCR1 IL1B MAP4K1 SYK 
 
CCL5 CXCR2 IL1R1 MAP4K2 TAGAP 
 
CCL7 CXCR3 IL1R2 MAP4K4 TAL1 
 
CCL8 CXCR4 IL1RAP MAPK1 TAP1 
 
CCND3 CXCR6 IL1RL1 MAPK11 TAP2 
 
CCR1 CYBB IL1RL2 MAPK14 TAPBP 
 
CCR10 DEFB1 IL1RN MAPKAPK2 TBK1 
 
CCR2 DEFB103A IL2 MARCO TBX21 
 
CCR5 DEFB103B IL20 MASP1 TCF4 
 
CCR6 DEFB4A IL21 MASP2 TCF7 
 
CCR7 DPP4 IL21R MBL2 TGFB1 
 
CCR8 DUSP4 IL22 MBP TGFBI 
 
CCRL1 EBI3 IL22RA2 MCL1 TGFBR1 
 
CCRL2 EDNRB IL23A MIF TGFBR2 
 
CD14 EGR1 IL23R MME THY1 
 
CD160 EGR2 IL26 MR1 TICAM1 
 
CD163 ENTPD1 IL27 MRC1 TIGIT 
 
CD164 EOMES IL28A MS4A1 TIRAP 
 
CD19 ETS1 IL28A/B MSR1 TLR1 
 
CD1A FADD IL29 MUC1 TLR2 
 
CD1D FAS IL2RA MX1 TLR3 
 
CD2 FCAR IL2RB MYD88 TLR4 
 
CD209 FCER1A IL2RG NCAM1 TLR5 
 
CD22 FCER1G IL3 NCF4 TLR7 
 
CD24 FCGR1A/B IL32 NCR1 TLR8 
 
CD244 FCGR2A IL4 NFATC1 TLR9 
 
CD247 FCGR2A/C IL4R NFATC2 TMEM173 
 
CD27 FCGR2B IL5 NFATC3 TNF 
 
CD274 FCGR3A/B IL6 NFIL3 TNFAIP3 
 
CD276 FCGRT IL6R NFKB1 TNFAIP6 
 
CD28 FKBP5 IL6ST NFKB2 TNFRSF10C 
 




CD36 FOXP3 IL7R NFKBIZ TNFRSF13B 
 
CD3D FYN IL8 NLRP3 TNFRSF13C 
 
CD3E GATA3 IL9 NOD1 TNFRSF14 
 
CD3EAP GBP1 ILF3 NOD2 TNFRSF17 
 
CD4 GBP5 IRAK1 NOS2 TNFRSF1B 
 
CD40 GFI1 IRAK2 NOTCH1 TNFRSF4 
 
CD40LG GNLY IRAK3 NOTCH2 TNFRSF8 
 
CD44 GP1BB IRAK4 NT5E TNFRSF9 
 
CD45R0 GPI IRF1 PAX5 TNFSF10  
CD45RA GPR183 IRF3 PDCD1 TNFSF11  
CD45RB GZMA IRF4 PDCD1LG2 TNFSF12  
      
SENESZENZ 
AKT1 HRAS SOD1 
   
ALDH1A3 ID1 SOD2 
   
ATM IFNG SPARC 
   
BMI1 IGF1 TBX2 
   
CALR IGF1R TBX3 
   
CCNA2 IGFBP3 TERF2 
   
CCNB1 IGFBP5 TERT 
   
CCND1 IGFBP7 TGFB1 
   
CCNE1 ING1 TGFB1I1 
   
CD44 IRF3 THBS1 
   
CDC25C IRF5 TP53 
   
CDK2 IRF7 TP53BP1 
   
CDK4 MAP2K1 TWIST1 
   
CDK6 MAP2K3 VIM 
   
CDKN1C MAP2K6  
   
CDKN2A MAPK14  
   
CDKN2B MDM2  
   
CDKN2C MORC3  
   
CDKN2D MYC 
    
CHEK1 NBN 
    
CHEK2 NFKB1 
    
CITED2 NOX4 
    
COL1A1 PCNA 
    
COL3A1 PIK3CA 
    
CREG1 PLAU 
    
E2F1 PRKCD 
    
E2F3 PTEN 
    
EGR1 RB1 
    
ETS1 RBL1 
    
ETS2 RBL2 
    
FN1 SERPINB2 
    
GLB1 SERPINE1 
    
GSK3B SIRT1 





ANAPC2 CDK4 HUS1 
   
ANAPC4 CDK5R1 KNTC1 
   
ATM CDK5RAP1 KPNA2 
   
ATR CDK6 MAD2L1 
   
AURKA CDK7 MAD2L2 
   
AURKB CDK8 MCM2 
   
BAX CDKN2A MCM3 
   
BCCIP CDKN2B MCM4 
   
BCL2 CDKN2C MCM5 
   
BIRC5 CDKN2D MDM2 
   
BRCA1 CDKN3 MKI67 
   
BRCA2 CHEK1 MNAT1 
   
CASP3 CHEK2 MRE11A 
   
CCNA1 CKS1B NBN 
   
CCNA2 CKS2 PCNA 
   
CCNB1 CUL1 PPP2CA 
   
CCNB2 CUL2 RAD1 
   
CCNC CUL3 RAD17 
   
CCND1 DDX11 RAD51 
   
CCND2 DIRAS3 RAD9A 
   
CCND3 DNM2 RAF1 
   
CCNE1 E2F1 RB1 
   
CCNE2 E2F2 RBBP8 
   
CCNF E2F3 RBL1 
   
CCNG1 E2F4 RBL2 
   
CCNG2 E2F5 RPA3 
   
CCNH GSK3B SERTAD1 
   
CCNT1 GTF2H1 SKP2 
   
CCNT2 GTSE1 STMN1 
   
CDC16 HDAC1 SUMO1 
   
CDC20 HDAC2 TFDP1 
   
CDC25A HDAC3 TFDP2 
   
CDC25B HDAC4 TGFB1 
   
CDC25C HDAC5 TGFB2 
   
CDC34 HDAC6 TP53 
   
CDC6 HDAC7 UBA1 
   
CDK1 HDAC9 WEE1 
   
CDK2 HERC5  
   
      
NEUROTRANSMITTER REZEPTOREN UND UND REGULATOREN  
ABAT GABRA3 MAOA 
   ACHE GABRB1 MCHR1 
   ANXA9 GABRB2 NMBR 
   BRS3 GABRD NMUR1 
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CCKAR GABRE NMUR2 
   CCKBR GABRG1 NPFFR1 
   CHAT GABRG2 NPFFR2 
   CHRM1 GABRP NPY1R 
   CHRM2 GABRQ NPY2R 
   CHRM3 GABRR1 PHOX2A 
   CHRNA1 GABRR2 PPYR1 
   CHRNA2 GAD1 PRLHR 
   CHRNA3 GALR1 PROKR1 
   CHRNA4 GALR2 PROKR2 
   CHRNA5 GALR3 QRFPR 
   CHRNA6 GCH1 SLC5A7 
   CHRNA7 GCHFR SORCS1 
   CHRNB1 GLRA1 SORCS2 
   CHRNB2 GLRA2 SSTR1 
   CHRNB4 GLRA3 SSTR2 
   CHRND GPR83 SSTR3 
   CHRNE GRIA1 SSTR4 
   CHRNG GRIN1 TACR1 
   COMT GRPR TACR2 
   DRD1 HCRTR2 TPH1 
   DRD2 HTR1B TSPO 
   DRD3 HTR2A  
   GABRA1 HTR3A  
   GABRA2 HTR3B  
         
GLUCOSE-METABOLISMUS  
ACLY G6PC3 MDH1B PGM2 SUCLA2 
 ACO1 G6PD MDH2 PGM3 SUCLG1 
 ACO2 GALM OGDH PHKA1 SUCLG2 
 AGL GBE1 PC PHKB TALDO1 
 ALDOA GCK PCK1 PHKG1 TKT 
 ALDOB GPI PCK2 PHKG2 TPI1 
 ALDOC GSK3A PDHA1 PKLR UGP2 
 BPGM GSK3B PDHB PRPS1  
 CS GYS1 PDK1 PRPS1L1  
 DLAT GYS2 PDK2 PRPS2 
  DLD H6PD PDK3 PYGL 
  DLST HK2 PDK4 PYGM 
  ENO1 HK3 PDP2 RBKS 
  ENO2 IDH1 PDPR RPE 
  ENO3 IDH2 PFKL RPIA 
  FBP1 IDH3A PGAM2 SDHA 
  FBP2 IDH3B PGK2 SDHB 
  FH IDH3G PGLS SDHC 
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